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RESUMEN 
 
El control de la arquitectura radicular  de las plantas es determinante para la 
colonización y el aprovechamiento de los recursos del sustrato y es un factor muy 
importante en agronomía, pero los genes implicados en los procesos de desarrollo y 
disposición de las raíces aún se desconocen. La dominancia apical y los tropismos de las 
raíces son dos factores relevantes para el establecimiento de la arquitectura radicular. En 
este trabajo se han aislado tres mutantes de Arabidopsis thaliana afectados en esos 
factores. Los primeros, raw2 y raw3, están alterados en el control de la dominancia 
apical y presentan insensibilidad para las hormonas citoquininas (CQS) y alteraciones 
en el desarrollo de tejido vascular por lo que son una herramienta fundamental de 
estudio del papel de las CQS en el desarrollo vascular. Además, el mutante raw3 puede 
ser relevante para el estudio de genes implicados en la producción de madera. El tercer 
mutante, denominado wavy, fenocopia las respuestas de choque y de adición de 
hormonas brasinoesteroides (BS) en la raíz de Arabidopsis. Sin embargo los 
experimentos realizados han servido para diferenciar ambos procesos de torsión y para 
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INTRODUCCIÓN 
 
1.- Importancia de la arquitectura radicular 
 
El término “arquitectura radicular” (AR) se refiere a la configuración espacial de las 
raíces en su conjunto. Es un concepto importante y aplicado en agricultura y hace 
referencia a la disposición espacial de las raíces laterales en torno a la raíz principal y a 
su manera de colonizar el sustrato. Es un término que engloba a la morfología y a la 
topología de las raíces, sin entrar en su interacción con el sustrato definiendo a las raíces 
según su forma y conexión entre los distintos ejes de la raíz (Lynch, 1995). De esta 
forma la AR se puede entender como un apartado más amplio que estudia la forma 
global con la que las raíces de una planta colonizan el sustrato y se expanden 
tridimensionalmente. Este concepto es distinto del de “distribución” que se refiere a la 
cantidad y ubicación de las raíces de una determinada planta en un ecosistema, 
estudiando la cantidad de especies que colonizan un hábitat (Lynch, 1995).  
 
La raíz es el órgano encargado de dar soporte proporcionando capacidad de 
anclaje a la planta y por tanto de gran importancia en la capacidad de éstas para 
colonizar determinados tipos de suelo. Además la raíz es el lugar donde se establecen 
interacciones con microorganismos, siendo este factor esencial en suelos pobres donde la 
disponibilidad de nutrientes es limitada. En estas interacciones la planta le aporta al 
microorganismo una serie de nutrientes que necesita para vivir recibiendo a cambio otros 
que los microorganismos han movilizado haciéndolos mas fácilmente asimilables para la 
planta. Las raíces son por tanto un sistema complejo de interacciones que alteran su 
disposición espacial. Sin embargo las plantas tienen un programa de desarrollo con un 
patrón de crecimiento predeterminado genéticamente. Este patrón o arquitectura juega 
por si mismo un papel esencial en la capacidad de las plantas para explotar 
eficientemente los recursos del suelo. Existen muchos estudios comparativos entre 
genotipos de raíces con una capacidad diferente para adaptarse a estados carenciales de 
nutrientes y agua que se han relacionado con ARs diferentes. (Bloom, 1985; Rundel, 
1991; Nielsen, 1994). Por ejemplo se ha visto que plantas de judía que fueron 
seleccionadas por sus altos rendimientos en suelos  pobres en fosfato  presentan raíces 
muy ramificadas, con un gran número de inicios secundarios y terciarios y por tanto con 
una gran capacidad de colonización del primer horizonte del suelo donde el fosfato es 
más abundante (Lynch, 1993). Este hecho sugiere que las plantas a lo largo de la 
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evolución han seleccionado aquellas arquitecturas que mejor se adaptan a las 
condiciones del suelo (Lynch, 1995). La mayoría de las variedades de arroz resistentes a 
determinados fertilizantes tienen un sistema radicular más profundo y ramificado que las 
de las plantas sensibles. Asimismo,  las variedades de Arabidopsis con las mayores tasas 
de eficiencia en la captación de fosfato también poseen las raíces más grandes (Narang y 
col., 2000). Sin embargo, a pesar de que el patrón predeterminado es importante en 
muchas ocasiones la capacidad de la planta para modificar ese patrón de desarrollo en 
respuesta a nutrientes y agua es también muy relevante. Así por ejemplo a comienzos del 
siglo XX se comprobó que las plantas del desierto varían sus sistemas radiculares en 
función de la disponibilidad de agua. De esta forma en las épocas de sequía las plantas 
desarrollan sistemas radiculares muy ramificados y en las estaciones lluviosas sus 
arquitecturas radiculares son menos arbustivas (Cannon, 1911). Los ecotipos de 
Arabidopsis que aumentan el tamaño de la raíz y de los pelos radiculares en respuesta a 
la carencia de fosfato sobreviven mejor en condiciones limitantes de este nutriente 
(Narang y col., 2000). Estas observaciones indican que la distribución espacial del 
sistema radicular es un carácter de importancia agronómica que determina la 
productividad de las cosechas en condiciones extremas.   
 
En los países en vías de desarrollo, el control de la AR tiene especial relevancia 
agronómica puesto que el uso de fertilizantes es impensable debido al elevado coste que 
le supone al agricultor y por ello la mejora de la producción se basa en la capacidad de 
adaptación de las raíces al sustrato mediante la selección de sistemas radiculares más 
óptimos. Sin embargo, en los países desarrollados las variedades utilizadas en los 
cultivos extensivos basan sus altos rendimientos en la utilización indiscriminada de 
recursos hídricos y en el aporte masivo de fertilizantes. Ello se debe a que en mejora 
genética nunca se ha considerado la eficiencia en la captación de recursos del suelo 
como un carácter agronómico deseable, ya que el problema estaba solucionado mediante 
el aporte masivo de agua y fertilizantes. Es decir, desde siempre se ha tendido a adaptar 
el suelo a la planta y no al contrario. Este planteamiento es responsable de importantes 
efectos negativos para el medioambiente. Las aguas residuales que provienen de los 
riegos contienen cantidades ingentes de fertilizantes, especialmente nitratos, que 
provocan la eutrofización de las aguas y por tanto su contaminación irreversible 
(Sharpley, 1999). Asimismo, los recursos hídricos están sometidos anualmente a 
variaciones impredecibles a las que las variedades cultivadas son incapaces de adaptarse 
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y esto provoca grandes pérdidas en las cosechas. Por otro lado, las reservas de 
fertilizantes comenzarán a escasear en un futuro próximo ya que los nitratos se fabrican 
utilizando fuentes de energía no renovables y estudios geológicos recientes indican que 
las reservas de fosfato se agotarán en menos de 100 años (Runge-Metzger, 1995). Estas 
predicciones sugieren que la utilización de variedades con ARs más eficientes en la 
captación de recursos del suelo será determinante para el mantenimiento de la 
producción de alimentos en el mundo.  
 
Por otro lado, la AR está adquiriendo especial relevancia para la industria 
farmacéutica. Hoy en día se considera que aún existe una amplia variedad de  
compuestos que secretan las raíces y que tienen un elevado potencial aplicado en 
biomedicina (Gleba y col., 1999). Por este motivo está surgiendo una nueva industria 
fitofarmacéutica que utiliza  cultivos de raíces para obtener metabolitos secundarios de 
interés biotecnológico. En este tipo de procesos, la posibilidad de manipular la 
configuración del sistema radicular tendría un impacto directo en el rendimiento de los 
cultivos hidropónicos e incluso en la variabilidad de los compuestos secretados (Flores y 
col., 1999). 
 
Una línea de estudio en la identificación de los mecanismos moleculares que 
controlan la AR es la variación fenotípica que ocurre en la naturaleza. Se sabe que 
especies muy relacionadas desarrollan ARs diferentes. Por el momento se desconocen 
los mecanismos implicados en la variación fenotípica natural en el desarrollo de los 
sistemas radiculares (Malamy, 2005). Se han identificado genes cuantitativos 
relacionados con biomasa, profundidad, capacidad de ramificación…etc (Kamoshita y 
col., 2002; Kamoshita y col., 2002; Zhang y col., 2003), pero es difícil integrar esos 
genes en el conjunto del desarrollo de la AR. Recientemente se ha encontrado un 
paralelismo directo entre la arquitectura de la parte aérea y del sistema radicular. El 
incremento de los niveles de proteína TEOSINTE BRANCHED1 que participa en la 
ramificación del tallo produce una disminución en el porte de la raíz. En Arabidopsis se 
ha identificado el primer QTL relacionado con la talla de la raíz en un ecotipo silvestre 
de raíz pequeña denominado Uk-1. El QTL identificado es un factor de transcripción 
nuevo llamado BREVIS RADIX (BRX) portador de un codon de parada en su secuencia 
nucleotídica en las plantas de este. Es un caso único en el que un solo gen tiene un efecto 
tan impresionante en el tamaño de la raíz. Este estudio indica que la selección natural de 
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determinadas mutaciones ha tenido un papel esencial en la configuración de una 
determinada arquitectura que ha permitido la colonización de nichos específicos 
(Mouchel y col., 2004; Malamy, 2005). 
 
2.- Tipos de arquitecturas radiculares 
 
Un sistema radicular se compone de una raíz principal, raíces laterales 
(primarias, secundarias etc) y raíces adventicias: 
 
- La raíz principal es la primera que se desarrolla en la planta, configurada 
durante el desarrollo del embrión y es el punto de partida para el 
desarrollo de las raíces laterales y adventicias.  Su función consiste en 
colonizar el suelo en profundidad y captar el agua y los nutrientes de los 
estratos mas profundos como el nitrato que tiende a lixiviarse; es 
también el órgano mas importante para la supervivencia de la planta 
durante las primeras etapas del desarrollo de la misma, permitiendo la 
captación inmediata de agua y nutrientes y la correcta disposición de la 
plántula por su rápida respuesta gravitatoria y fototrópica.  
- Las raíces laterales se originan más tarde y emergen a partir de la 
principal con un ángulo determinado genéticamente y su misión consiste 
en colonizar los primeros estratos del suelo en forma de onda expansiva 
para captar los nutrientes en especial fosfato. A partir de estas raíces 
laterales se pueden formar otras secundarias, terciarias etc, que amplían 
la superficie de absorción del sistema.  
- Las raíces adventicias se desarrollan en una zona delimitada entre el 
inicio de  la raíz principal y el tallo (la corona) y son las encargadas de 
aprovechar el agua y nutrientes en las capas más superficiales del 
sustrato siendo esenciales en la capacidad de anclaje de muchas 
especies.  
 
Cada uno de estos órganos tiene por tanto un carácter funcional y por tanto 
arquitectónico. En general se distinguen dos tipos de arquitecturas radiculares: La raíz 
pivotante y la raíz fasciculada. 
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Se denomina raíz pivotante a aquella en la que existe una raíz principal que 
adquiere una dominancia apical preponderante mientras las raíces laterales se disponen a 
ambos lados de la principal y con menor longitud. Este es el caso de Arabidopsis 
thaliana. Una raíz fasciculada se caracteriza  por una pérdida de la dominancia apical de 
la raíz principal. En ella, las raíces laterales y adventicias se desarrollan igual que  la 
principal y el resultado es un conjunto de raíces de aspecto arbustivo como ocurre por 
ejemplo en las plantas de judía de la variedad Carioca (Lynch, 1995) (Fig. 1). Pivotante 
y fasciculada son los tipos más importantes y más extremos de arquitectura entre los que 
se pueden englobar la mayoría de los sistemas. Por ejemplo se define una raíz tuberosa 
como aquella que posee un patrón pivotante, pero con la particularidad de que su raíz 
principal actúa como órgano de reserva y está engrosada.  Sin embargo, una raíz tubero-
fasciculada presenta un patrón fasciculado pero su raíz principal se diferencia del resto 
por su grosor. Además, existen otros tipos de raíces que actúan como órganos de reserva, 
como son el rizoma y el bulbo. En ambas, la raíz principal es más gruesa, pero en el caso 
del bulbo adquiere una forma de “pera” invertida y las raíces laterales se desarrollan en 
el extremo de la misma como si fuera un “pincel”. En un rizoma, por el contrario, la 
forma de la raíz principal es cilíndrica, aunque su disposición es perpendicular al eje de 
la gravedad y las raíces laterales se desarrollan solamente en una de las caras de la raíz 
principal repartiéndose por toda ella. 
 
Figura1. Representación de una arquitectura radicular pivotante y otra hiperfasciculada.
PIVOTANTE FASCICULADA
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El hecho de que una planta haya optado por un patrón pivotante o fasciculado 
durante su evolución se basa en su adaptación a la disponibilidad de agua y nutrientes así 
como al tipo de suelo. Ambos tipos de raíz proporcionan ventajas adaptativas para su 
desarrollo en determinados ecosistemas. Una raíz pivotante es un sistema especializado 
en captar los nutrientes y el agua de los estratos más profundos del suelo al mismo 
tiempo que sus raíces laterales aprovechan los recursos de los estratos más superficiales. 
Estas raíces son importantes en suelos  en los que el agua se pierde por lixiviación y a su 
paso arrastra los nutrientes vitales para la supervivencia de las plantas en especial el 
nitrato. Sin embargo este sistema es muy poco efectivo en suelos en los que los 
nutrientes se encuentran localizados en los primeros horizontes, como el fosfato y 
además proporciona muy poca capacidad de anclaje. Por el contrario un sistema 
fasciculado es más eficaz en la captación de nutrientes que se acumulan en los estratos 
más superficiales y junto con las raíces adventicias proporcionan una mayor capacidad 
de anclaje. Son sistemas muy eficaces en suelos poco profundos. 
 
La configuración espacial que adoptan el conjunto de raíces laterales, adventicias 
y principal en el sustrato se ve alterada constantemente por las condiciones ambientales 
(Lynch, 1995). Estos factores son los responsables de que plantas de la misma especie 
vegetal adquieran configuraciones espaciales distintas según el ecosistema en el que se 
desarrollen, lo que da lugar a ARs diferentes y adaptadas a ambientes determinados 
(Lynch, 1995) (Fig. 2). 
  
3.- Dificultad de estudio de la arquitectura radicular  
 
A pesar de la importancia de la AR, se conoce muy poco acerca de su disposición 
real en el sustrato y de los genes implicados en el control de la misma. Un sistema 
radicular es difícil de observar en tiempo real, de cuantificar e interpretar. Las raíces 
están constituidas por  miles de ejes que varían en morfología, fisiología y desarrollo y 
es muy difícil establecer las herramientas analíticas cuantitativas capaces de modelizar 
eficazmente un sistema tan complejo que permita hacer predicciones (Nielsen y col., 
1997). Sin embargo, las primeras estrategias de estudio de cuantificación de la AR se 
han basado en la geometría fractal. Esta teoría se centra en la consideración de unidades 
mínimas de estudio que se van repitiendo en un sistema un número indeterminado de 
veces. Así la raíz se considera la suma de repeticiones de unidades similares de 
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complejidad que se repiten en todas las direcciones y se ramifican para dar lugar a  la 


















Durante la pasada década los avances en los estudios de AR se han centrado en 
desarrollar técnicas de imagen no invasivas. En este sentido se ha favorecido la 
evolución de la tomografía computacional. Está  herramienta de análisis permite efectuar 
medidas continuas en el tiempo a alta resolución mediante la monitorización de las 
raíces en 3D calculando a su vez el contenido de agua y material del suelo (Gregory y 
col., 2003; Van As, 2007). Esta tecnología aporta datos dinámicos, estructurales y 
funcionales de la disposición de las raíces en el sustrato y es un método de estudio 
apropiado para el análisis de las respuestas morfológicas de las raíces a la 
heterogeneidad del sustrato y además es un sistema que incluye las interacciones de la 
raíz con el sustrato (de Dorlodot y col., 2007). Sin embargo, una de las limitaciones 
principales de la tomografía para el estudio de la implicación de los genes en el 
desarrollo de la AR es el tiempo que se tarda en la adquisición de las imágenes (de una a 
varias horas en función del volumen de suelo y de la resolución). Estas limitaciones se 
salvan utilizando sistemas de imágenes en 2D tomadas por absorción de rayos X (Pierret 
y col., 2003) y transmisión de la luz (Garrigues y col., 2006).   
Figura 2. Ejemplos de las arquitecturas radiculares entre diversas dicotiledóneas 
europeas, de Kutschera y Lichtenegger (1992). 1, Erynngium campestre; 2, Scorzonera 
villosa; 3, Chondrilla juncea; 4, Pulsatilla pratensis; 5, GGenista germanica; 6, Trigonella 
balansae; 7, Trifolium trichocephalum; 8, Carum caucasicum; 9, Onosma arenarium; 10, 
Silene otites. 
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En plantas herbáceas, como Arabidopsis, la visualización del sistema radicular es 
posible cuando se crecen las plantas en placas verticales con un sustrato con una dureza 
tal que impide la penetración de la raíz en el mismo. En estas condiciones se pueden 
visualizar y diferenciar ARs alteradas, lo que permite estudiar los genes implicados en 
esos procesos. 
 
Por otra parte, durante el proceso de domesticación de las plantas se han 
producido cambios en la disposición espacial de sus raíces (Beebe y col., 2006; 
Chloupek y col., 2006; Kato y col., 2006; Sanguineti y col., 2006; Yue y col., 2006). La 
búsqueda de los QTLs responsables de estos cambios ha sido la vía de estudio de los 
genes responsables de esa variación genética. Hasta ahora las especies que más se han 
estudiado son Oryza sativa (arroz) y Zea mays (maíz), aunque existen otras 15 que 
incluyen Arabidopsis y tres especies de árboles. Asimismo, existen una serie de 
ejemplos que explican el 30% de la variación fenotípica, pero la mayoría de los cambios 
en la AR se deben a la adición de varios QTLs de efecto menor que interaccionan con el 
medio ambiente (de Dorlodot y col., 2007). 
 
El estudio de los genes cuantitativos responsables de los cambios en la AR de las 
plantas y su seguimiento durante el tiempo mediante las técnicas de tomografía y rayos 
X son las herramientas básicas utilizadas en la actualidad para comprender la 
adquisición de la configuración espacial de la raíces en el sustrato.    
 
4.- Factores que controlan la arquitectura radicular 
 
La plasticidad de las raíces para generar una AR característica está influenciada 
por una serie de factores endógenos predeterminados genéticamente en la planta y otros 
factores exógenos establecidos por las condiciones ambientales que se manifiestan en el 
suelo en el que se produce el desarrollo de la raíz.  
 
El genoma de una planta controla el patrón de desarrollo de la arquitectura de su 
raíz  a través de varios factores endógenos: a) la dominancia de la raíz principal, b) la 
presencia de raíces secundarias, c) el número de inicios de raíces secundarias, d) la 
disposición de las mismas en cuanto a agrupamientos, distancia de internodos y ángulo 
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de crecimiento y e) la presencia de raíces adventicias, siendo la dominancia apical el 
factor preponderante.  
  
Los factores exógenos varían en función del ambiente en el que se desarrolle la 
planta. Dentro de este grupo, podemos encontrar apartados tan importantes como: a) la 
sensibilidad a la gravedad, b) la intensidad y calidad de la luz, c) presencia de agua, d) 
presencia de nutrientes, e) interacciones con otros organismos (plantas, bacterias, 
hongos) y f) presencia de obstáculos físicos en el terreno.  En este caso los factores más 
relevantes son la presencia de agua, nutrientes y obstáculos (Schiefelbein y Benfey, 
1991).  
 
Hasta hoy se han encontrado muy pocos genes implicados en el control de estos 
procesos debido a que el campo de  estudio de la arquitectura radicular a nivel molecular 
es relativamente novedoso. 
 
4.1.- Factores endógenos.  
 
4.1.1.- Control de la dominancia apical 
 
La dominancia apical es la capacidad que poseen las raíces de las plantas de 
colonizar el sustrato en profundidad y aumentar así la superficie de terreno que les 
permite la búsqueda de nutrientes y agua en los estratos mas profundos. En este campo 
se han descrito numerosos mutantes de Arabidopsis seleccionados por su pérdida de 
dominancia apical que se manifiesta fenotípicamente porque presentan un acortamiento 
de la raíz principal en comparación con las plantas silvestres. El control de la pérdida de 
dominancia apical es el factor más importante en el paso de una raíz pivotante a 
fasciculada, es decir, el acortamiento de la raíz principal favorece que las raíces laterales 
y adventicias aumenten su longitud permitiendo así el desarrollo de un fenotipo 
fasciculado. 
  
 Este factor se ha relacionado con la ruta de hormonas CQs y con el desarrollo 
del tejido vascular de las plantas. En el año 2000 Mähönen y col. identificaron un 
mutante de raíz corta al que denominaron wol (Wooden Leg)  y que tiene alterado el 
patrón de desarrollo del tejido vascular ya que posee un número menor de células 
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iniciadoras (Mahonen y col., 2000). Durante la embriogénesis las células del 
procambium (PC) comienzan a dividirse de forma longitudinal y programada 
produciendo las células iniciadoras del tejido vascular. Éstas sufren una serie de 
divisiones transversales dando lugar a las células del protoxilema y protofloema que 
posteriormente maduran hasta adquirir la composición definitiva de las células del 
xilema y floema. En el mutante wol el número de divisiones está alterado y como 
resultado aparecen menos células iniciadoras que al final del desarrollo permanecen en 
estadio de protoxilema y son incapaces de desarrollar floema (Mahonen y col., 2000). En 
el año 2001 en una búsqueda de mutantes insensibles a citoquininas generando callos de 
hipocotilos, se seleccionó un mutante y tras realizar su clonaje posicional se descubrió 
que el gen era un alelo mutante de wol (Hwang y Sheen, 2001) y por tanto que esta 
proteína se trataba del receptor de CQs, al que se denominó CRE1 (Cytokinin response 
1) (Inoue y col., 2001). De esta forma se destacó la importancia de las hormonas CQs en 
el desarrollo del tejido vascular y su papel en la conformación del sistema radicular de 
Arabidopsis. El mutante wol ha permitido abrir una nueva vía de estudio basada en la 
regulación de las CQs en la ruta de vascularización en plantas y desde su descubrimiento 
se han ido seleccionando mutantes alterados en la dominancia apical e insensibles a CQs 
que presentan defectos en el desarrollo de los haces vasculares (Ye, 2002; Ye y col., 
2002; de Leon y col., 2004).    
 
 













Figura 3. Esquema del desarrollo 
de tejido vascular en Arabidopsis. 
El desarrollo vascular primario de la 
raíz de Arabidopsis implica a un eje 
xilemático y dos polos floemáticos.   
Células acompañantes
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Las CQs controlan procesos de  división y diferenciación celular (Skoog y 
Miller, 1957). En el laboratorio identificamos un nuevo alelo de wol, al que se le 
denominó raw1 (root as in wol 1) y que muestra la particularidad de que en la F1 de un 
doble mutante wol/raw1 se recupera la deficiencia de células iniciadoras para el 
desarrollo de tejido vascular, mientras que se mantiene la insensibilidad a CQs. Estos 
resultados  demuestran que la proliferación de células del PC y la sensibilidad a CQs 
actúan por rutas al menos parcialmente independientes. (de Leon y col., 2004).   
 
Durante la embriogénesis, es necesaria la correcta formación de las células del 
PC para que se puedan desarrollar correctamente las células del protoxilema y del 
protofloema, 2 ó 3 días después de la germinación (Dolan y col., 1993) (Fig. 3). La 
proliferación y diferenciación de estas células iniciadoras durante el desarrollo de la raíz 
principal es el primer punto de flexibilidad, ya que tienen que alternar entre la 
elongación de la raíz principal y el número y distribución de raíces laterales (Oyama y 
col., 1997; Baima y col., 2001). Hasta ahora, la mayoría de mutantes alterados en el 
desarrollo de tejido vascular afectan a estadíos tardíos (Ye y col., 2002), aunque existen 
algunos, como wol y raw1, que afectan al número de células iniciadoras. La 
caracterización de éstos ha implicado a las hormonas CQs en la formación de las células 
iniciadoras del tejido vascular. A pesar de ello, aún queda mucho camino por recorrer 
para conocer los mecanismos implicados en las divisiones de células del PC y su 
capacidad para especializarse en células de xilema o floema. Todas estas observaciones 
nos indican que el control de la dominancia apical es un factor esencial en la disposición 
espacial de las raíces y que además puede ser controlado por pequeñas alteraciones en el 
desarrollo embrionario sin afectar a la capacidad de generar raíces laterales y adventicias 
las cuales son perfectamente funcionales como se observa en los mutantes wol y raw1. 
Por tanto, la caracterización de mutantes de raíz corta es sin duda un método factible 
para la identificación no solo de genes relevantes de la ruta de señalización de las 
hormonas CQs relacionadas con el control de la dominancia  apical, sino también con el 
desarrollo y diferenciación del tejido vascular. 
 
En el año 2003 se identificó el mutate apl (altered phloem development) que 
codifica un factor de transcripción tipo MYB que se requiere para la especificación del 
floema. Este mutante no desarrolla floema y en su lugar aparecen células lignificadas 
características del xilema (Bonke y col., 2003). El estudio del gen APL cobra gran 
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importancia en agronomía en el proceso de vascularización secundaria y engrosamiento 
de la pared celular. Por otro lado, se sabe que las CQs juegan un importante papel en la 
represión de la formación del xilema a nivel del PC (Mahonen y col., 2000). El grupo de 
Mahönen descubrió el gen AHP6 (HIS-TO-ASP PHOPHORELAY6) en el año 2006 
(Mahonen y col., 2006). La función de este gen es contraria a la de las hormonas CQs y 
favorece la formación del xilema, por lo que puede ser un candidato relevante para ser 
estudiado a fondo por sus aplicaciones en la industria maderera. Esta línea ha sido muy 
difícil de estudiar ya que el crecimiento de las especies leñosas es lento y se requiere 
mucho tiempo para obtener resultados. Actualmente, el estudio de los genes implicados 
en la producción de madera se ha centrado en teorías evolutivas basadas en la 
conservación de genes entre plantas herbáceas y leñosas, puesto que las primeras se han 
desarrollado desde las leñosas y por ello conservan los genes encargados de formar 
madera (Groover, 2005). Por otra parte existen multitud de artículos de identificación de 
genes implicados en la formación de la madera (Zhao y col., 2000; Whetten y col., 2001; 
Kirst y col., 2003; Yang y col., 2003; Yang y col., 2003; Dejardin y col., 2004; 
Karpinska y col., 2004; Paux y col., 2004; Ehlting y col., 2005; Paux y col., 2005; Pavy 
y col., 2005; Poke y col., 2005; Prassinos y col., 2005; Foucart y col., 2006). La mayoría 
de estos genes se han identificado en dos experimentos a gran escala basados en 
secuenciar los ADNc procedentes del tejido xilemático joven de Pinus taeda (Allona y 
col., 1998) y chopo (Sterky y col., 1998).  
 
 Hace unos años se ha descubierto en Arabidopsis y Zinnia que tanto las 
hormonas CQs y BS como los proteoglicanos y otros compuestos inhibidores  de la 
diferenciación de los elementos traqueales del xilema juegan un papel primordial en este 
proceso de formación del xilema (Mahonen y col., 2000; Cano-Delgado y col., 2004; 
Motose y col., 2004; Zhou y col., 2004; Mahonen y col., 2006).  En la actualidad se han 
hecho grandes avances en el estudio de la regulación transcripcional de la formación de 
la madera en las células y tejidos vegetales (Demura y Fukuda, 2007). A pesar de que 
Arabidopsis es una planta herbácea es muy fácil inducir su vascularización secundaria 
mediante el crecimiento de las plantas en luz continua y corte posterior de los tallos a 
medida que se van formando, siguiendo los protocolos descritos por Zhao y col. en el 
año 2000 y modificados por Oh y col. en el año 2003 (Zhao y col., 2000; Oh y col., 
2003). En este proceso se produce una conversión en las células del PC que se 
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desarrollan y forman las células del cambium a partir de las que se va a desarrollar el 
floema y el xilema secundario (Nieminen y col., 2004). El crecimiento del tejido 
vascular secundario depende de la  división de las células del cambium vascular  que se 
traduce en un incremento en el grosor de la raíz y el tallo. Se conoce bastante acerca de 
los mecanismos genéticos implicados en el control de la actividad del cambium y la 
diferenciación de células de xilema y floema secundarias. Se sabe que las auxinas 
(AUXs) y CQs son necesarias para la división de las células del cambium y PC. Las 
AUXs son importantes en el establecimiento y mantenimiento del PC, lugar de 
expresión del factor de respuesta a AUXs MP/ARF5 (MONOPTEROS/AUXIN 
RESPONSE FACTOR5) (Scarpella y col., 2005). En el PC vascular también se produce 
la expresión del receptor de CQs CRE1 (Mahonen y col., 2000), lo que sugiere que el 
balance entre ambas hormonas es esencial para el desarrollo temprano del tejido 
vascular. Los genes de las familias de factores de transcripción KAN o HD-ZIPIII son 
reguladores negativos y positivos respectivamente de la producción de madera (Demura 
y Fukuda, 2007). Los microRNAs miR165 y miR166 a su vez controlan los niveles de 
expresión de los factores HD-ZIPIII y de forma indirecta también reprimen la expresión 
de los genes KAN (Bowman, 2004). Las hormonas BS promueven la xilogénesis desde 
el PC, probablemente por favorecer un aumento en los niveles de expresión de los genes 
HD-ZIPIII (Fukuda, 2004) y por el contrario, estas hormonas reprimen la formación del 
xilema (Cano-Delgado y col., 2004). Los mutantes alterados en la ruta de señalización 
de estas hormonas exhiben un fenotipo marcado de pérdida de dominancia apical de la 
raíz y presentan alteraciones en su patrón vascular lo que se manifiestan por un 
incremento en las células del floema respecto a las del xilema (Carlsbecker y Helariutta, 
2005). Recientemente se han encontrado dos receptores de Arabidopsis, BRL1 y BRL3 
(BRI-1 LIKE RECEPTOR 1 y 3), similares al receptor de BS BRI1 
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) cuyos mutantes  presentan anomalías en el 
tejido vascular  (Cano-Delgado y col., 2004).   
 
La expresión del gen APL es determinante tanto para la especificación del floema 
como para la inhibición de la formación del xilema (Bonke y col., 2003). Además se 
conoce que factores de la familia HD-ZIPI desempeñan el mismo papel que APL en la 
formacion del floema (Baima y col., 2001).  Por otro lado, los genes de tipo NAC 
controlan la especificación de las células en protoxilema, metaxilema y fibras (Kubo y 
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col., 2005; Mitsuda y col., 2005; Zhong y col., 2006). Las hormonas CQs regulan de 
forma negativa la diferenciación del protoxilema y el gen AHP6 interacciona con la ruta 
de señalización de estas hormonas y favorece la especificidad de las células xilemáticas 
(Mahonen y col., 2006). 
 
El gen APL es el primer gen descrito en Arabidopsis cuya represión aumenta la 
producción de tejido xilemático y el gen AHP6 el primer inductor de xilema conocido. 
Estos descubrimientos han permitido iniciar la búsqueda de análogos en especies leñosas 
con la finalidad de incrementar la producción de madera (Kubo y col., 2005; Mitsuda y 
col., 2005; Zhong y col., 2006). Además se han realizado infinidad de estudios de genes 
implicados en la producción de madera tanto en especies herbáceas como Arabidopsis 
(Demura y Fukuda, 2007) y Zinnia (Fukuda, 2004) como leñosas como Pinus (Whetten 
y col., 2001; Kirst y col., 2003; Yang y col., 2003; Pavy y col., 2005), Populus (Dejardin 
y col., 2004; Sterky y col., 2004), Robinia (Yang y col., 2003), Eucaliptus (Paux y col., 
2004; Poke y col., 2005; Foucart y col., 2006) y Picea (Pavy y col., 2005) que están 
permitiendo desenmarañar la complicada red de genes que intervienen en el proceso de 
formación de madera tan importante en agronomía. 
 
La ruta de señalización de las hormonas CQs de Arabidopsis se ha caracterizado 
en detalle. Se sabe que éstas actúan uniéndose al receptor de membrana CRE1 y 
producen la activación del mismo mediante la transferencia de un grupo fosfato de una 
molécula de ATP a un residuo de histidina del receptor de membrana. A continuación, el 
grupo fosfato de la histidina se transfiere a un residuo de aspártico y desde ahí se 
produce la fosforilación de unas proteínas histidin fosfotransferasas (AHP), que median 
en la respuesta y fosforilan a proteínas reguladoras de la respuesta (ARRs) de tipo B en 
el núcleo. Estas proteínas reguladoras actúan como represores y se encuentran unidas a 
los promotores de los genes de la ruta inhibiendo la expresión de otras proteínas ARR. 
Las proteínas ARR de tipo B median en la respuesta directa.  Existen otro tipo de 
proteínas ARR de tipo A cuya función es desconocida (Hwang y Sheen, 2001; Hwang y 
col., 2002) (Fig. 4).  
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4.1.2.- Raíces laterales y adventicias  
 
Las ramificaciones de la raíz principal representan el mayor determinante para la 
configuración de la AR. El desarrollo de las raíces laterales es un modelo de estudio de 
los factores que regulan la organogénesis post-embrionaria en plantas superiores. La raíz 
de Arabidopsis posee una anatomía muy simple compuesta de líneas celulares 
epidérmicas, corticales y endodérmicas que rodean el tejido vascular (Dolan y col., 
1993; Casimiro y col., 2001). Las raíces laterales en Arabidopsis se forman a partir de 
una serie de células del periciclo que se encuentran adyacentes a los dos polos 
xilemáticos (Casimiro y col., 2003). El desarrollo de la raíz lateral se caracterizó en el 
año 1997 cuando Malamy y Benfey definieron los siete estadios que preceden a la 
emergencia de la raíz (Malamy y Benfey, 1997). Una vez que la raíz emerge, el número 
de células en el ápice de la raíz lateral aumenta y posteriormente se va elongando  con 
un ángulo predeterminado (Casimiro y col., 2003). 
Figura 4. Modelo propuesto por Hwang en el año 2001 del mecanismo de 
transducción de la señal de citoquininas en Arabidopsis. La señal es percibida por 
multitud de proteínas histidina kinasa en la membrana plasmática y éstas comienzan una 
cáscada de señalización dependiente de fosfato  que conduce a la translocación de 
proteínas AHP desde el citosol al núcleo. Allí se unen a represores y permiten la expresión 
de proteínas ARR. RD, dominio de respuesta; BD, dominio de unión a ADN, AD, dominio de 
activación de la transcripción; PM, membrana plasmática; N, núcleo; R, represor; H, 
Histidina; D, Aspartato. 
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Desde 1982 se sabe que las hormonas AUXs son claves como reguladoras del 
desarrollo de las raíces laterales (Blakely, 1982; Laskowski y col., 1995). Existen varios 
mutantes alterados en la ruta de señalización de estas hormonas en los cuáles el 
desarrollo de sus raíces laterales queda arrestado en uno de las 8 fases del descritas 
anteriormente (Celenza y col., 1995). Por ejemplo la mutación alf4 (aberrant lateral 
root formation 4) bloquea el inicio de la raíz lateral, mientras que la mutación alf3 
impide su desarrollo justo antes de la emergencia (Celenza y col., 1995). Los distintos 
fenotipos que muestran estos mutantes sugieren que las AUXs se requieren en varios 
estadios del desarrollo de la raíz (Casimiro y col., 2001). Laskowski y col. propusieron 
que la hormona IAA (Ácido Indol-Acético) es necesaria para que se produzcan las 
primeras divisiones de las células del periciclo, pero las siguientes son independientes de 
las AUXs (Laskowski y col., 1995) y antes de llegar a esta fase autónoma, las AUXs 
llegan a las células del periciclo a través del transporte polar (Reed y col., 1998). En la 
raíz el transporte polar de AUXs se define como acropétalo si la hormona IAA se 
desplaza hacia el ápice de la raíz y es basipétalo si se produce en sentido contrario, es 
decir, la hormona se mueve hacia la base del tallo (Rashotte y col., 2000). Hasta la fecha 
el transporte polar basipétalo se ha relacionado con respuestas de crecimiento como el 
gravitropismo (Muller y col., 1998; Marchant y col., 1999; Rashotte y col., 2000), 
mientras que el acropétalo se relaciona con el desarrollo de raíces laterales (Reed y col., 
1998). Casimiro y col. demostraron que si se trata la unión corona con NPA (Ácido N-1-
Naftiltalámico), que es un inhibidor del transporte polar de AUXs, el número de raíces 
laterales disminuye drásticamente (Casimiro y col., 2001). 
 
Por otro lado se sabe que las hormonas BS tienen efectos sinergísticos en las 
respuestas mediadas por AUXs, pero el mecanismo por el que estas interaccionan entre 
si aún se desconoce (Bao y col., 2004). Esta interacción se ha confirmado mediante 
análisis transcriptómico con micromatrices que muestran que muchos de los genes 
tempranos de respuesta a AUXs están regulados también por BS (Goda y col., 2002; 
Mussig y col., 2002; Yin y col., 2002). Asimismo las AUXs incrementan la expresión 
del gen de respuesta a BS TCH4 (TOUCH4) (Xu y col., 1995). La interacción entre 
ambas hormonas queda también patente en los estudios realizados por Li y col. en el 
2001 (Li y col., 2001). Estos autores descubrieron que los mutantes de expresión 
constitutiva de la forma activa (CA-rop2) y dominante negativa (DN-rop2) para la 
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proteína GTPasa ROP2 de Arabidopsis inducen fenotipos relacionados con las funciones 
de las AUXs y de los BS y respuestas alteradas a los aportes exógenos de dichas 
hormonas (Li y col., 2001). Por ejemplo la expresión de CA-rop2 aumenta la 
dominancia apical del tallo, la formación de raíces laterales, la elongación del hipocotilo 
y las respuestas que implican a las AUXs y a los BS (Bao y col., 2004). La proteína 
ROP2 se transporta unida a la actina, lo que sugiere también un papel del citosqueleto en 
la regulación y el desarrollo de las raíces laterales. Desde el 2004 se acepta que los BS 
incrementan el transporte polar de AUXs acropétalo y que la regulación de las hormonas 
BS en el proceso de formación de las raíces laterales es dependiente de AUXs (Bao y 
col., 2004). 
 
Las AUXs también participan en la formación de las raíces adventicias. Se ha 
visto que estas hormonas inducen la formación de raíces adventicias en muchas especies 
leñosas (Díaz-Sala y col., 1996; Goldfarb y col., 1998; Klerk y col., 1999). La luz 
también es uno de los principales factores que afectan al desarrollo de raíces adventicias 
y la luz y las AUXs actúan de manera antagónica en el desarrollo de las raíces 
adventicias de Eucaliptus saligna y Eucaliptus globulus (Fett-Neto y col., 2001).  
 
Mientras la fisiología de la formación de las raíces adventicias se conoce bastante 
bien, los mecanismos moleculares y genéticos implicados en el proceso todavía están 
poco caracterizados (Sorin y col., 2006). Hasta la fecha se sabe  por los estudios 
realizados en especies leñosas (Han y col., 1994; Marques y col., 1999) y en Arabidopsis 
(King y Stimart, 1998) que es un carácter heredable, cuantitativo y controlado por 
multitud de factores. Hace unos años se estudió la expresión de genes durante la 
formación de raíces adventicias en hipocotilos tratados con AUXs en Pinus contorta. El 
resultado de este experimento destacó la expresión diferencial de más de 200 genes 
(Brinker y col., 2004). En Arabidopsis se han aislado nueve mutantes sensibles a la 
temperatura y alterados a diferentes niveles del desarrollo de las raíces adventicias 
(Konishi y Sugiyama, 2003). Uno de estos mutantes está alterado en el gen GEM1 
(GEMINI POLLEN 1) que codifica para una proteína de unión a microtúbulos lo que 
otorga un papel al citosqueleto en este proceso (Sorin y col., 2006).  Además existen 
mutantes sobreproductores de AUXs que espontáneamente generan un mayor número de 
raíces adventicias, denominados superroot1 (sur1) y superroot2 (sur2) (Boerjan y col., 
1995; Delarue y col., 1998). El mutante argonaute1 (ago1) se caracterizó inicialmente 
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como un mutante alterado en el desarrollo de las hojas (Bohmert y col., 1998) y más 
tarde se descubrió que presenta alteraciones en la capacidad de producir raíces 
adventicias (Sorin y col., 2005). El gen AGO1 está implicado en la regulación del 
silenciamiento post-traduccional de genes a través de micro RNAs (Fagard y col., 2000; 
Jones-Rhoades y Bartel, 2004). El fenotipo defectuoso en la formación de raíces 
adventicias se debe, al menos parcialmente, a la acumulación del factor de respuesta 
AUXs ARF17 (Sorin y col., 2005) cuya expresión está regulada por el miRNA mir160 
que está a su vez controlado por AGO1 (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Mallory y col., 
2005). Estos tres mutantes, sur1, sur2 y ago1 han sido la herramienta para el estudio de 
11 proteínas de Arabidopsis implicadas en el desarrollo de raíces adventicias y que 
sirven de marcadores moleculares (Sorin y col., 2006). Entre ellos se encuentran dos 
chaperonas y tres proteínas del tipo GH3 inducibles por AUXs (Sorin y col., 2006). 
      
4.2.- Factores exógenos 
 
4.2.1.- Sensibilidad a la gravedad 
 
El gravitropismo es la respuesta de las plantas a la acción de la fuerza  
gravitacional terrestre. Se puede manifestar como una atracción en las raíces o como una 
repulsión en los tallos. La respuesta gravitrópica sucede en cuatro pasos: el primero es la 
percepción de la dirección de la gravedad; el segundo es la conversión de la señal 
biofísica en una señal bioquímica mediante la activación de una cascada de 
transducción; el tercer paso es la transmisión de la señal a los tejidos efectores de la 
respuesta y el cuarto punto comprende la torsión de la raíz o del tallo (Tasaka y col., 
1999). 
 
Las células de la columella de la caperuza de la raíz son las encargadas de 
percibir los cambios en el eje de la gravedad. Estas células contienen unos gránulos de 
almidón denominados amiloplastos que se sedimentan siguiendo la dirección de la 
gravedad (Morita y Tasaka, 2004). Para estudiar la importancia de estas células en la 
respuesta gravitrópica se han realizado estudios de eliminación de las mismas mediante 
manipulación genética o de ablación con rayos láser. Estos experimentos han mostrado 
que la ausencia de las células de la columella impide el desarrollo de la respuesta 
gravitrópica, siendo por tanto las encargadas de percibir los cambios en la gravedad 
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(Blancaflor y col., 1998; Tsugeki y col., 1998). En los tallos también se han encontrado 
amiloplastos en varios tejidos, aunque los análisis genéticos realizados con los mutantes 
shoot gravitropism1 (sgr1) y shoot gravitropism7 (sgr7), cuyos tallos no responden a la 
gravedad mientras sus raíces si, han demostrado que la endodermis posee amiloplastos y 
es el tejido encargado de percibir la gravedad en los tallos (Fukaki y col., 1998).  
 
Existen dos teorías sobre el modo en el que las plantas perciben la gravedad: el 
modelo de la presión gravitacional (Staves y col., 1997) y la hipótesis de los estatolitos 
de almidón, siendo esta última la más aceptada y apoyada por una serie de experimentos 
realizados en muchas especies vegetales (Sack, 1997). Esta teoría propone que los 
amiloplastos sedimentan en las células de la columella de la raíz o en la endodermis del 
tallo en la dirección del eje de la gravedad (Morita y Tasaka, 2004). De hecho el mutante 
de Arabidopsis pgm (phosphoglucomutase) no sintetiza almidón y responde peor a la 
gravedad en raíz y tallo (Kiss y col., 1989; Weise y Kiss, 1999). Es este mutante los 
amiloplastos no se depositan en la dirección de la gravedad lo que indica que estos 
gránulos son necesarios para la percepción de la gravedad en todos los órganos (Morita y 
Tasaka, 2004). La capacidad de respuesta gravitrópica del mutante pgm en ausencia de 
almidón sugiere que existen otros componentes implicados en el proceso de percepción 
además de los estatolitos (Morita y Tasaka, 2004).  
 
 Se piensa que en el proceso de sedimentación de los estatolitos participan flujos 
de calcio porque se han observado variaciones en los niveles de calcio de las células tras 
la estimulación gravitrópica (Legue y col., 1996; Plieth y Trewavas, 2002). Se ha 
postulado que estos flujos de calcio activan una cascada de señalización de inositol en la 
membrana y de esta forma se transduce la señal (Perera y col., 1999; Perera y col., 
2001). Los amiloplastos entonces se depositan y se activan flujos de iones que producen 
una alcalinización en las células (Scott y Allen, 1999; Fasano y col., 2001; Johannes y 
col., 2001) y una activación de genes. Hasta el momento el gen más importante descrito 
es ARG1/RHG (ALTERED GRAVITROPIC RESPONSE 1/ ROOT AND HYPOCOTYL 
GRAVITROPIC), alterado en un mutante que no presenta respuestas a la gravedad ni en 
tallo ni en raíz. Este gen codifica para una proteína que contiene un dominio DnaJ y una 
región de colas que está mayoritariamente asociada a membranas, pero una pequeña 
región está relacionada con la unión a actina (Sedbrook y col., 1999). Se piensa que la 
misión de este gen es el transporte de vesículas de una proteína que se requiere para que 
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se produzca la alcalinización de las células tras la graviestimulación (Boonsirichai y col., 
2003).  
 
Sack y col. estudiaron el movimiento de los estatoiltos en las células de la raíz y 
coleoptilos del maíz y observaron que además de la deposición de las células también se 
produce un estrechamiento del citoplasma y un movimiento de los orgánulos (Sack y 
col., 1984; Sack y Leopold, 1985; Sack y col., 1985). En tallos de Arabidopsis se sabe 
que la actina participa en el movimiento de los orgánulos mientras que la sedimentación 
de los amiloplastos se produce en ausencia de fibras de actina (Morita y Tasaka, 2004). 
Hou y col. en el 2003 publicaron que el tratamiento en raíces y tallos de maíz con 
latrunculinaB (LatB), droga despolimerizante de filamentos de actina, promueve la 
respuesta gravitrópica (Hou y col., 2003). La ruptura de los filamentos de actina en las 
células de maíz aumenta la sensibilidad a la gravedad y las raíces tratadas con LatB 
muestran mayores curvaturas en sus tejidos (Hou y col., 2003). Además la respuesta 
gravitrópica se produce a pesar de impedirse el movimiento de los orgánulos de las 
células (Morita y Tasaka, 2004). Cabe destacar que un mutante dominante de actina que 
presenta alteraciones en el desarrollo de raíz y tallo también posee una respuesta normal 
a la gravedad, lo que coincide con los datos observados tras la adición de LatB (Kato y 
col., unpublished). Los tallos de este mutante también responden de forma normal, lo 
que indica que la actina no es esencial para la respuesta (Morita y Tasaka, 2004).  
 
El transporte polar de AUXs es esencial para las respuestas trópicas. El 
transportador de salida de AUXs PIN-FORMED2 (PIN2) que se distribuye de forma 
asimétrica en las células, y el transportador de entrada de AUXs AUXIN RESISTANT1 
(AUX1) juegan un papel importante en el transporte basipétalo de AUXs en la respuesta 
gravitrópica de la zona de elongación de la raíz (Chen y col., 1998; Luschnig y col., 
1998; Muller y col., 1998; Utsuno y col., 1998; Marchant y col., 1999). Además se sabe 
que las hormonas BS aumentan la polarización basipétala de los transportadores PIN2 en 
la raíz y aceleran la respuesta gravitrópica (Li y col., 2005).  Sin embargo, aún se 
desconoce el mecanismo por el que la AUX se transporta lateralmente y genera un 
gradiente entre la parte superior e inferior de la raíz y el tallo. El regulador del flujo de 
AUXs PIN3 se expresa en las células de la columella y de la endodermis y puede ser el 
candidato molecular implicado en la regulación de los gradientes de AUX (Friml y col., 
2002). PIN3 se distribuye de forma uniforme en las células de la raíz en condiciones 
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normales. Cuando la planta se dispone en posición horizontal, la proteína PIN3 se 
relocaliza en menos de 5 minutos disponiéndose en la cara inferior de las células en 
respuesta al cambio de orientación de las raíces. Sin embargo esta proteína parece tener 
un pequeño papel en gravitropismo puesto que el mutante pin3 apenas exhibe 
alteraciones en la respuesta gravitrópica (Friml y col., 2002). Puede que la importancia 
funcional de PIN3 se enmascare debido a la redundancia génica que existe entre los 
demás miembros de la familia PIN (Morita y Tasaka, 2004).  
 
4.2.2.- Intensidad y calidad de la luz 
 
El fototropismo es la respuesta que manifiestan los órganos de la planta a la 
presencia de luz. La luz juega un papel esencial en procesos de desarrollo de la planta 
como la germinación de las semillas, el proceso de de-etiolación, la expansión de las 
hojas, la elongación del tallo, la floración y el fototropismo (von Arnim y col., 1997; 
Correll y Kiss, 2005). Cuando las plantas germinan en oscuridad desarrollan hipocotilos 
largos con cotiledones cerrados y un característico gancho apical. Por otro lado, en 
presencia de luz se producen hipocotilos cortos y los cotiledones se abren 
completamente. Este crecimiento diferencial de las plantas en respuesta a la luz es 
imprescindible para su supervivencia en el medio natural provocando la elongación en 
las zonas de sombra para acceder a la luz de una manera más efectiva (Morelli y Ruberti, 
2002).  
 
Las plantas perciben la señal lumínica a través de proteínas fotorreceptoras que 
engloban a los fitocromos que reciben las longitudes de onda roja y roja lejana; los 
criptocromos para la luz azul y los rayos UV-A; las fototropinas y un nuevo 
fotorreceptor para los rayos UV-B (Chen y col., 2004). Las raíces poseen un 
fototropismo negativo a la luz blanca y azul (Okada, 1992; Vitha y col., 2000) y  usan 
los mismos fotorreceptores que los tallos (Sakai y col., 2000). La percepción de la luz 
ocurre en las células de la caperuza de la raíz de la misma manera que la percepción de 
la gravedad (Blancaflor y col., 1998; Mullen y col., 2002). En presencia de luz roja las 
raíces de Arabidopsis manifiestan una respuesta de fototropismo negativo no tan intensa 
como la que se produce en presencia de luz azul o blanca y que es captada por los 
fotorreceptores de luz roja fitocromo A y fitocromo B, como mostraron los mutantes 
phyA y phyB insensibles a la presencia de luz roja (Ruppel y col., 2001; Kiss y col., 
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2003). Este fototropismo negativo también ocurre en las raíces laterales (Kiss y col., 
2002). En Arabidopsis se han identificado 5 fitocromos (PHYA-PHYE) de los que 
PHYA y PHYB son los más importantes. La luz incluye los procesos relocalización de 
los fitocromos en la célula y actuación del represor COP1 (CONSTITUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1) que es una proteína implicada en la degradación de 
factores de transcripción vía proteosoma (von Arnim y col., 1997; Kircher y col., 1999; 
Yi y Deng, 2005). Sin embargo, en oscuridad, COP1 se acumula en el núcleo donde 
degrada los factores de transcripción HY5 (LONG HYPOCOTYL 5), HYH (HY5 
HOMOLOG), HFR1 (HYPOCOTYL IN FAR RED1) y LAF (LONG ALTER FAR 
RED) y además suprime la expresión de genes de respuesta a luz (Ang y col., 1998; 
Holm y col., 2002; Seo y col., 2003; Jang y col., 2005; Yang y col., 2005; Jonassen y 
col., 2008). En presencia de luz se degrada COP1 en el núcleo, se activa la expresión de 
los genes de respuesta y se promueve la fotomorfogénesis (Chamovitz y col., 1996). Los 
últimos estudios realizados en este campo sugieren que los fotocromos del tallo regulan 
el desarrollo de las raíces laterales y los fitocromos de la raíz regulan las respuestas 
fototrópicas y el crecimiento de la raíz principal (Vitha y col., 2000; Ruppel y col., 2001; 
Correll y col., 2003; Kiss y col., 2003; Salisbury y col., 2007). Laxmi y col. en el 2008 
han implicado a las AUXs en este proceso. En su trabajo han demostrado que la luz 
mantiene la localización en la membrana del transportador de salida de AUXs PIN2 y  
reduce el almacenamiento vacuolar del mismo (Laxmi y col., 2008).  
 
El papel de la respuesta de las raíces a la luz aún hoy es desconocida, aunque se 
piensa que puede tener un papel primordial en la optimización de la orientación del 
sistema radicular completo especialmente en suelos sombríos o en aquellos porosos en 




La supervivencia de las plantas depende de la capacidad que desarrollen sus 
raíces para encontrar nutrientes y agua (Eapen y col., 2005). El crecimiento que 
manifiestan las raíces hacia una fuente de humedad se denomina hidrotropismo. Aunque 
la falta de agua es uno de los factores más importantes en agricultura, existen muy pocos 
estudios sobre hidrotropismo (Eapen y col., 2005). Estos estudios comenzaron cuando 
Knight y Sachs, en 1811 y 1872 respectivamente, descubrieron que las raíces se mueven 
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hacia el agua (Ingrouille, 1992), pero los primeros mutantes alterados en este 
comportamiento tardaron en aparecer más de 19 años después que los relacionados con 
el gravitropismo, ya que el hidrotropismo  es mas complejo de estudiar y al 
gravitropismo siempre se le concedió se le concedió injustamente mayor importancia 
(Olsen, 1984; Eapen y col., 2003). Por eso, aún hoy por hoy es un campo prácticamente 
desconocido (Eapen y col., 2005).  
 
Cuando las plantas colonizan un sustrato tienen que vencer la fuerza de la 
gravedad para encontrar agua (Niklas, 1997). Por eso, las primeras plantas vasculares 
enseguida desarrollaron sistemas morfológicos de raíz más complejos. Las raíces de las 
plantas ancestrales eran más parecidas a los tallos y evolucionaron hasta convertirse en 
las actuales ARs adquiriendo como paso importante la caperuza de la raíz (Barlow, 
1992). Este órgano de la raíz controla muchos de los procesos bioquímicos y fisiológicos 
que son cruciales para la supervivencia de las plantas, como el gravitropismo, el 
hidrotropismo y la respuesta de choque (Barlow, 2003). Como ya apuntó Charles 
Darwin en su libro “El poder del movimiento de las plantas” no es descabellado decir 
que las plantas tienen cerebros en la caperuza de la raíz (Darwin, 1880). Desde entonces 
se le prestó mucha atención a la implicación de la caperuza  de la raíz en el 
gravitropismo. Sin embargo, esta respuesta puede cambiar por efecto de los gradientes 
de humedad y otros factores que controlan la arquitectura de la raíz (Eapen y col., 2005). 
 
Es muy difícil estudiar las respuestas hidrotrópicas porque la respuesta de las 
raíces a la gravedad interacciona con el hidrotropismo positivo de las plantas (Takahashi 
y Scott, 1991; Takahashi y col., 1996). Para evitar el componente gravitacional se han 
realizado estudios en mutantes agravitrópicos o en situaciones de microgravedad en el 
espacio que han servido para diferenciar ambas respuestas (Takahashi, 1997). El 
mutante agravitrópico de guisante ageotropum es una evidencia clara de la 
independencia de estos procesos, ya que responde al hidrotropismo mientras es 
insensible a la acción de la gravedad (Jaffe y col., 1985). Se conoce muy poco acerca de 
los mecanismos moleculares que se desencadenan en la caperuza de la raíz para integrar 
las respuestas de gradientes de agua, choque, gravedad y otros estímulos que generan un 
crecimiento de la raíz (Eapen y col., 2005). Ha sido relevante el estudio del mutante 
nhr1 (non hydrotropic response 1) de Arabidopsis.  La raíz de este mutante crece en 
forma de ondas con la respuesta de choque activada y responde rápidamente a la 
  Introducción 
  27 
gravedad, pero sin embargo es incapaz de responder a los gradientes de humedad (Okada 
K. y Shimura, 1990; Mullen y col., 1998). Este mutante posee grandes amiloplastos en 
las células de la columella de la raíz y esta es posiblemente la causa de su velocidad alta 
de respuesta a la gravedad (Eapen y col., 2003). nhr1 es insensible a la adición de ácido 
abscísico (ABA), de la hormona AUX NAA (ácido 1-naftilacético) y del inhibidor del 
transporte polar de AUXs NPA (Eapen y col., 2003) y no desarrolla la respuesta 
hidrotrópica, lo que sugiere un papel del ABA en el transporte polar de AUXs necesaria 
para la respuesta hidrotrópica (Eapen y col., 2005). 
 
4.2.4.- Presencia de nutrientes 
 
La capacidad de las plantas para responder a la disponibilidad de los nutrientes es 
fundamental en su adaptación al medioambiente. La escasez de nutrientes como el 
nitrato, el fosfato y el hierro funcionan como señales que activan procesos de división y 
diferenciación celular y tienen un profundo impacto en la arquitectura radicular de la 
planta.  Los nutrientes del suelo son imprescindibles para el crecimiento de la planta y la 
productividad (Lopez-Bucio y col., 2003) y a menudo la disponibilidad a los mismos se 
encuentra limitada. La planta modifica la configuración espacial de la raíz en función de 
la capacidad que posea para adquirir los nutrientes del sustrato. La disposición de los 
nutrientes produce cambios en la regulación de la iniciación (1), en el desarrollo (2) y en 
el crecimiento de las raíces laterales (3) (Malamy, 2005). 
 
1. Efecto de la disponibilidad de nutrientes en la regulación de la iniciación de las 
raíces laterales:  
Los nutrientes más influyentes en la regulación del inicio de la formación de 
raíces laterales son el balance entre carbono y nitrógeno, el sulfato y las acumulaciones 
localizadas de nitrato, amonio y fosfato (Malamy, 2005). Malamy y Ryan en el año 2001 
realizaron una serie de ensayos para determinar los mecanismos que controlan la 
activación del número de inicios de raíces laterales en presencia de nutrientes 
determinados (Malamy y Ryan, 2001). Estos autores encontraron que cuando las plantas 
de Arabidopsis se crecen en un medio con un balance elevado de sacarosa/nitrógeno, la 
iniciación de raíces laterales se inhibe completamente y este proceso va acompañado de 
una acumulación de AUXs en el hipocotilo, lo que sugiere que el transporte de AUXs 
desde el tallo a la raíz se bloquea como respuesta al elevado balance entre carbono y 
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nitrógeno. En estas condiciones se ha aislado el mutante lin1 (lateral root initiation 1), 
que desarrolla raíces laterales normales en presencia de un balance elevado de 
sacarosa/nitrógeno (Malamy y Ryan, 2001). Este mutante está alterado en el gen que 
codifica para el transportador de nitrato de alta afinidad NTR2.1 (NITRATE 
TRANSPORTER 2.1), no acumula AUXs en el hipocotilo (Little y col., 2005) y las 
diferencias en su crecimiento se deben a la falta de actividad del transportador de nitrato 
(Krapp y Videle, com. personal). El transportador NTR2.1 por tanto en condiciones 
normales detecta la falta de nitrógeno y como consecuencia las AUXs se acumulan en el 
hipcotilo y se inhibe la iniciación de las raíces laterales (Malamy, 2005). Por el 
contrario, las plantas que crecen en bajo sulfato muestran un aumento en el número de 
inicios de raíces laterales (Kutz y col., 2002). Se sabe que este incremento se debe a la 
inducción del gen de la nitrolasa NIT3 que produce AUX IAA desde un precursor 
(Malamy, 2005). También se ha visto un incremento en el número de inicios de raíces 
laterales en presencia de zonas localizadas de fosfato, nitrato o amonio (Drew, 1975; 
Zhang y Forde, 1998). Esta ruta parece ser independiente de las AUXs, puesto que los 
mutantes de síntesis axr4 (auxin resistant 4) y aux1 tienen respuestas similares a las 
plantas silvestres (Linkohr y col., 2002).   
 
2. Efecto de la disponibilidad de nutrientes en el desarrollo y activación del 
primordio de las raíces laterales:  
Los cambios en la AR relacionados con el desarrollo del primordio y la 
activación y emergencia de las raíces laterales se deben fundamentalmente al nitrógeno y 
al fósforo. El nitrógeno es uno de los componentes más abundantes de la tierra, pero 
también es el más limitante debido a su baja disponibilidad en el suelo. El nitrato es el 
fertilizante más común, pero debido a su enorme solubilidad, la mayoría se pierde por 
lixiviación o por desnitrificación bacteriana (Vance, 2001). La falta de nitrato provoca 
en las plantas un aumento en el desarrollo de raíces laterales, pero no en su longitud y, 
por el contrario, induce una disminución en la longitud de la raíz principal (Zhang y 
Forde, 1998), creando sistemas fasciculados.  Zhang y Forde han realizado la mayoría de 
los experimentos relacionados con la regulación del nitrato. Estos autores demostraron 
que concentraciones homogéneas de nitrato de 10 mM reprimen el desarrollo de las 
raíces laterales en un estadio inmediatamente anterior a la activación del meristemo de la 
raíz (Zhang y col., 1999). La inhibición por nitrato es mucho más acusada en un mutante 
de una nitrato-reductasa. Estos datos sugieren que es el nitrato en si, más que su 
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metabolización, es el responsable del proceso lo que indica que el nitrato puede ser un 
señalizador por si mismo (Zhang y col., 1999). Por otro lado se conoce que la hormona 
ABA está implicada en esta respuesta. El desarrollo de las raíces laterales está más 
inhibido por nitrato en los mutantes de síntesis de ABA, abi4 y abi5 (aba insensitive 4 y 
5) (Signora y col., 2001). El ABA reprime el desarrollo de las raíces laterales en el 
estadio de activación del meristemo radicular y es independiente de la señalización por 
AUXs (Malamy, 2005).  
 
El segundo nutriente más limitante es el fosfato porque enseguida se une a otros 
iones y forma complejos insolubles para la planta (Guerinot y Yi, 1994). La deficiencia 
de fosfato genera en la planta una respuesta similar de acortamiento de la raíz principal y 
proliferación masiva de pelos radiculares (Schmidt y col., 2000). Linkohr y col. 
estudiaron la respuesta que se produce en presencia de fosfato y manifestaron una 
disminución en el número de raíces laterales como consecuencia de un aporte alto de 
fosfato (Linkohr y col., 2002). Este arresto del crecimiento se produce en un estadio del 
desarrollo en el que el primordio ya está formado, pero todavía no ha emergido de la raíz 
principal (Malamy, 2005). Por el contrario, cuando las plantas crecen en condiciones de 
bajo fosfato, aumenta el desarrollo de las raíces laterales (Lopez-Bucio y col., 2002). En 
esta ruta existen evidencias de la participación de las AUXs, ya que las plantas que 
crecen en condiciones de ayuno de fosfato son más sensibles a estas hormonas y menos 
sensibles al inhibidor del transporte de AUXs TIBA (Ácido 2,3,5,-triyodobenzoico) 
(Malamy, 2005). Por otra parte, el mutante iaa28 de señalización de la ruta tiene un 
número menor de raíces laterales en bajo fosfato, aunque otros mutantes de síntesis se 
comportan como las plantas silvestres y los mutantes aux1-7 y pin1 de transporte de 
AUXs desarrollan pocas raíces laterales en condiciones de alto fosfato (Lopez-Bucio y 
col., 2002). Recientemente se ha asilado el mutante hipersensible al ayuno de fosfato pdr 
(phosphate deficiency response) (Ticconi y col., 2004). El principal defecto de este 
mutante aparece en condiciones de ayuno de fosfato cuando el primordio lateral emerge 
de la raíz principal, pero los nuevos meristemos pierden viabilidad. Este fenotipo sugiere 
que existe un mecanismo esencial para proteger el meristemo de la raíz de las 
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3. Efecto de la disponibilidad de nutrientes en la elongación de las raíces 
laterales:  
El crecimiento de las raíces laterales está controlado a su vez por acumulaciones 
localizadas de nitrato y fosfato y por las vías de regulación del fosfato. En 1998 Zhang y 
Forde demostraron que un incremento localizado de nitrato en el medio de cultivo 
provoca un crecimiento diferencial en la zona de acumulación de nitrato (Zhang y Forde, 
1998) y Linkohr y col. demostraron que ese crecimiento diferencial se debe también a 
una inhibición del crecimiento en la zona de bajo nitrato (o fosfato) (Linkohr y col., 
2002). Se sabe que el responsable de la estimulación del crecimiento de las raíces 
laterales en condiciones de zonas localizadas de nitrato es un factor transcripcional del 
tipo caja MADS inducible por nitrato, que se descubrió en el mutante Arabidopsis  anr1 
(nitrate regulador 1) cuando se vio que sus raíces laterales eran insensibles a la 
presencia de nitrato localizado (Zhang y col., 1999). Se piensa que bajo las respuestas de 
nitrato localizadas se produce una señalización de AUXs, puesto que el mutante de 
síntesis de AUXs axr4 o responde a aportes localizados de nitrato. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los aportes homogéneos de fosfato en el 
medio conducen a una reducción en la tasa de crecimiento de las raíces laterales, 
acompañado de un crecimiento de la raíz principal y de una disminución de la densidad 
de raíces laterales, lo que sugiere que el ayuno de fosfato conlleva una elongación de la 
raíz lateral y en condiciones de alto fosfato se produce una elongación de las raíces 
laterales (Williamson y col., 2001). Además se ha observado una respuesta curiosa a la 
disponibilidad de fosfato. Este nutriente suele estar disponible en las capas más 
superficiales del sustrato y se ha visto que algunos genotipos de judía, soja y guisante 
responden al ayuno de fosfato disminuyendo el ángulo de crecimiento de sus raíces 
laterales (Bonser y col., 1996; Malamy, 2005). El efector de esta respuesta puede ser el 
etileno (Lynch y Brown, 1997). 
 
La capacidad que posee la planta Lupinus albus L. de generar unas estructuras 
granulares que actúan como reservorio de fosfato y que se denominan proteoides ha 
hecho que este sea un sistema modelo para el estudio de la respuesta de ayuno de fosfato 
(Neumann, 2000; Neumann y Martinoia, 2002). En Arabidopsis  se ha comprobado que 
se produce un aumento en el número de raíces laterales en condiciones de bajo fosfato y 
quizás exista una conexión entre la producción de proteoides y la formación de raíces 
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laterales (Lopez-Bucio y col., 2002). A pesar de la cantidad de información que existe de 
la expresión de genes en condiciones de ayuno de fosfato, se conoce muy poco acerca de 
los componentes de la señal de transducción de la ruta (Mukatira y col., 2001; Mudge y 
col., 2002). Los últimos resultados se basan en la identificación del mutante phr1 
(phosphate response regulator 1) de Arabidopsis, que presenta alteraciones de 
crecimiento en la relación raíz/tallo en condiciones de ayuno de fosfato. El gen causante 
de la mutación es un factor de transcripción de tipo MYB que se ha visto que 
interacciona con secuencias de ADN que se ubican en promotores de respuesta de ayuno 
de fosfato. El gen PHR1 por tanto funciona como un regulador transcripcional en la 
señalización de la respuesta a la carencia de fosfato (Rubio y col., 2001).  
 
4.2.5.- Interacciones con microorganismos del suelo 
 
Las raíces de las plantas establecen interacciones con otros organismos del suelo. 
Estas relaciones pueden ser parasíticas o simbióticas. En las interacciones parasíticas un 
organismo patógeno invade y coloniza a la planta sin ofrecerle ningún beneficio a 
cambio, como sucede con determinados virus, hongos, bacterias e incluso con otras 
plantas como el muérdago. Sin embargo, en las relaciones simbióticas ambos 
organismos obtienen beneficios. En este apartado merecen una mención especial los 
nódulos de fijación de nitrógeno que se originan en la raíz de las leguminosas como 
resultado de la interacción con bacterias del género Rhizobium. A lo largo de la 
evolución, estos sistemas se han desarrollado conjuntamente y la planta ha elaborado 
una respuesta defensiva diferente ante la presencia de un ataque de un patógeno o la 
invasión de un organismo simbionte  (Kuc, 1987; van Wees y col., 1999; Jakab, 2001)). 
La respuesta defensiva incluye un estrechamiento de la pared celular para aislar la zona 
dañada (Stumm, 1986; Schmele, 1990), estrés oxidativo (Doke y col., 1996), expresión 
de varios genes de defensa (Ryals y col., 1996; Sticher y col., 1997) y una respuesta 
hipersensible (Mittler, 1996), que a menudo es sistémica y se transmite a lo largo de toda 
la planta e incluso a las plantas vecinas a través de elicitores volátiles, como el ácido 
salicílico (Conrath y col., 2002).  
 
En la formación de nódulos de fijación del nitrógeno atmosférico la interacción 
entre las bacterias y las plantas se establece debido a la liberación de señales químicas 
entre ambos. Así la planta libera flavonoides por la raíz que activan la expresión de los 
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genes nod bacterianos produciéndose los factores NOD que actúan como morfógenos 
que bajo condiciones limitantes de nitrógeno inducen a las células de la raíz a dividirse 
hasta producir los nódulos (Schultze y Kondorosi, 1998; Marquez y col., 2005). Se ha 
encontrado una conexión entre nodulación y elongación de raíces laterales en Lotus 
japonicus, ya que una mutación en el gen HAR1 (HYPERNODULATION ABERRANT 
ROOT 1) origina un fenotipo de hipernodulación en presencia de Rhizobium y en su 
ausencia se desarrollan raíces laterales de manera muy abundante en su raíz (Krusell y 
col., 2002; Nishimura y col., 2002). 
 
En este punto cabe destacar las micorrizas como la interacción simbiótica 
mutualista más importante de la Tierra. Las micorrizas son la interacción que se 
desarrolla entre las raíces de una planta y un hongo. Las micorrizas arbustivas que se 
desarrollan entre las raíces de una planta y especies de hongos del género Zygomicota 
son los tipos de micorrizas más abundantes (Strack y col., 2003). El hongo crece en el 
interior de las células de la corteza de la raíz y origina hifas que se ramifican 
enormemente generando arbúsculos (Perotto y Bonfante, 1997). Estas estructuras son las 
responsables del intercambio de nutrientes entre el hospedador y el huésped. El hongo 
recibe de la planta carbohidratos y la planta capta agua y fosfato, con lo que adquiere 
una mayor capacidad adaptativa al entorno en suelos donde el fosfato es limitante. En 
estos sustratos, las plantas han adaptado sus sistemas de captación de fosfato a la 
interacción con el hongo aumentando la síntesis de transportadores específicos de 
fosfato (Strack y col., 2003).  
 
Por otro lado, la colonización de las células de la raíz induce cambios bruscos en 
la organización citoplásmica. Se produce fragmentación vacuolar (Balestrini y col., 
2005) transformación de la membrana plasmática en una membrana que recubre los 
arbúsculos (Fester y col., 2001; Hans y col., 2004), aumenta el volumen citoplásmico y 
el número de orgánulos celulares (Perotto y Bonfante, 1997) y el núcleo se dispone en 
una localización central (Balestrini y col., 1996). Además los plastidios forman una red 
densa que recubre la superficie de contacto entre la planta y el hongo (Fester y col., 
2001; Hans y col., 2004). Es muy probable que los microtúbulos y los microfilamentos 
de actina estén implicados en todos estos cambios. El citosqueleto de la planta responde 
a la colonización del hongo mediante una reorganización de los microtúbulos y los 
microfilamentos (Timonen y Peterson, 2002). 
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Las hormonas CQs aumentan sus niveles en plantas que establecen micorrizas 
con hongos (Allen y col., 1980) y la aplicación exógena de la hormona ácido jasmónico 
favorece la interacción (Hause y col., 2002). 
 
En resumen, tanto los nódulos como las micorrizas son estrategias fundamentales  
para aumentar la eficiencia en la captación de los nutrientes más limitantes del sustrato, 
nitrógeno y fósforo respectivamente y confieren a las plantas ventajas en suelos pobres. 
Estas interacciones modifican la disposición y la morfología de la raíz y son 
determinantes para el establecimiento de la AR definitiva de la planta. 
 
4.2.6.- Presencia de obstáculos 
 
La raíz principal de Arabidopsis thaliana posee una gran plasticidad y crece en 
forma de ondas, círculos y torsiones ante la presencia de un determinado obstáculo del 
terreno (Migliaccio y Piconese, 2001). Estos patrones de crecimiento de la raíz le 
permiten reconocer y colonizar el sustrato de manera más eficaz.  
 
Cuando una planta de Arabidopsis thaliana se dispone sobre una placa dispuesta 
con un ángulo de inclinación de 45º respecto a la horizontal, su raíz principal comienza a 
crecer en forma de ondas,  ya que el meristemo radicular choca con la superficie del agar 
hacia un lado y otro y esto obliga a la raíz a cambiar alternativamente su dirección de 
crecimiento.  Este movimiento zigzagueante es distinto al que se produce cuando se 
crecen las plantas sobre una superficie de agar muy dura. En este caso el giro  de la raíz 
se produce siempre en el mismo sentido que las agujas del reloj, dando la sensación de 
círculos sobre la superficie del agar (Massa y Gilroy, 2003). Al mismo tiempo, existen 
ecotipos de Arabidopsis con un patrón predeterminado de crecimiento de su raíz 
principal al crecer esta girando sobre si misma originando un desplazamiento lateral 
hacia la derecha respecto al eje gravitacional cuando se miran las plantas desde arriba. 
Este tipo de crecimiento denominado circumnutación está más relacionado con el 
concepto de lateralidad, que se refiere a la predeterminación genética de la localización 
de los órganos de un determinado organismo en relación con su eje de simetría. En 
Arabidopsis se conoce muy poco de la lateralidad en raíces y de los mecanismos 
moleculares implicados en este proceso, aunque desde hace años se han identificado 
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mutantes alterados en esta respuesta y la mayoría de ellos se han relacionado con los 
microtúbulos. Los mutantes spiral1 y spiral2 presentan una torsión exagerada en el 
sentido de las agujas del reloj y hacia el mismo lado que la planta silvestre y codifican 
para proteínas de unión a microtúbulos (Furutani y col., 2000; Nakajima y col., 2004; 
Shoji y col., 2004). A partir del mutante spiral2 se realizó una  segunda mutagénesis con 
el objeto de seleccionar mutaciones supresoras para identificar más componentes de la 
ruta. De esta forma se seleccionaron los mutantes lefty1 y lefty2 por su giro contrario al 
de los mutantes spiral. Cuando se clonaron se descubrió que los genes alterados 
codificaban para las subunidades α y β de la tubulina, resaltando de esta forma la 
implicación directa de esta proteína en la circumnutación (Thitamadee y col., 2002).  
 
Todas estas respuestas de crecimiento de la raíz principal se basan en la 
combinación de varios procesos: la circumnutación, el gravitropismo y el 
tigmotropismo. En primer lugar la circumnutación, mencionada anteriormente es la 
torsión de la raíz principal sobre el eje de dirección de crecimiento; el gravitropismo 
(también definido anteriormente) es el proceso por el cuál las raíces de las plantas crecen 
en la dirección del vector gravitatorio; hacia el sentido del campo gravitatorio terrestre 
(gravitropismo positivo) o los tallos en sentido contrario  (gravitropismo negativo) y el 
tigmotropismo se refiere al movimiento característico que realizan las plantas trepadoras 
al enrollarse sobre un soporte (tigmotropismo positivo). Sin embargo, en el caso de las 
raíces de las plantas es el movimiento que ocurre como medida de evitar obstáculos 
(tigmotropismo negativo) (Migliaccio y Piconese, 2001). Todos los movimientos de la 
raíz se producen por la suma de los procesos circumnutación, gravitropismo positivo y 
tigmotropismo negativo en las células del ápice de la raíz. Así pues en función de la 
fuerza que prevalezca, el resultado del movimiento será diferente. Este crecimiento de la 
raíz principal se denomina respuesta de choque cuando existe un obstáculo en el terreno 
que funciona de estímulo mecánico y desencadena la respuesta de giro con el fin de 
esquivar el obstáculo (Braam, 2005).   
 
Las respuestas rápidas de la raíz se engloban principalmente en dos categorías: 
tigmonásticas y tigmotrópicas según la influencia del estímulo en la dirección del 
movimiento. Son respuestas trópicas si ocurren en una dirección determinada por el 
lugar o dirección del estímulo y násticas si ocurren en una dirección claramente 
independiente de la del estímulo (Braam, 2005). Los estímulos mecánicos pueden ser 
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choque, daño, oscuridad, elevadas temperaturas y hormonas que promueven el 
crecimiento. La oscuridad produce cambios en la  regulación de apertura de los estomas 
y por ello los cambios de humedad pueden dar lugar a respuesta similares a las 
observadas en la respuesta de choque (Braam, 2000). La oscuridad y las hormonas que 
inducen el crecimiento, como los BS y las AUXs,  provocan elongación celular también 
característico de la respuesta de choque (Antosiewicz y col., 1995; Xu y col., 1995). Las 
temperaturas altas producen cambios en el turgor celular que también inducen una 
respuesta de choque (Braam, 2005).   
 
Algunos autores sugieren que la respuesta de choque que se produce en las raíces 
es consecuencia exclusivamente de la fuerza mecánica que supone la presencia de un 
obstáculo en el terreno y es la propia elongación de la raíz durante su crecimiento la que 
obliga a cambiar la dirección. Por tanto se piensa que no existen mecanismos 
moleculares específicos de la respuesta de choque sino que de forma secundaria existen 
genes que varían su expresión como consecuencia del brusco cambio en la dirección de 
crecimiento (Thompson y Holbrook, 2004) y  no al contrario. Sin embargo, desde que se 
definió el concepto de “respuesta de choque” (Massa y Gilroy, 2003) se han tratado de 
averiguar los mecanismos moleculares implicados en la activación y señalización de este 
comportamiento y se ha visto por hibridación tipo northern que las hormonas giberelinas 
(GAS), AUXs, CQs y ABA deben jugar un papel importante puesto que se acumulan 
cuándo se induce la respuesta (Braam y Davis, 1990).  La secuenciación masiva de una 
librería de cDNA preparada a partir de plantas sometidas a choque ha permitido 
identificar una grupo muy numerosa de genes denominados TCH  que se inducen 
durante esta respuesta (Ling, 1991; Perera y Zielinski, 1992; Gawienowski, 1993; 
Botella y Arteca, 1994; Botella y col., 1996; Mizoguchi y col., 1996; Oh, 1996; Royo y 
col., 1996; Shirsat, 1996; Eldick, 1997; Mauch y col., 1997; Gilmour y col., 1998; 
Hirsinger, 1999; Tatsuki y Mori, 1999; Müssig, 2000; Oufattole y col., 2000; Lee y col., 
2005). Hasta el momento, los grupos de genes TCH más relevantes han sido cinco. El 
primero engloba a proteínas relacionadas con el transporte de Ca2+; el segundo grupo lo 
constituyen proteínas de pared (Braam y Davis, 1990; Sistrunk y col., 1994; Xu y col., 
1995; Khan y col., 1997; Rose y col., 2002; McCormack, 2003). Sin embargo, el tercer 
grupo comprende proteínas relacionadas con resistencia a enfermedades por lo que 
parece que existe una relación aún desconocida entre los genes que se activan en 
presencia de un estímulo mecánico y la respuesta de las plantas al ataque por patógenos. 
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En el cuarto grupo se encuentran representados genes que codifican para proteínas 
quinasas y el último se corresponde con factores de transcripción (Lee y col., 2005). En 
Arabidopsis la hibridación de una micromatriz que representaba a 22810 genes mostró 
que 589, un 2.5% del genoma, aumentaban su expresión a los 30 minutos de estimular 
de la respuesta de choque (Lee y col., 2005).  
 
Los mecanismos moleculares que controlan la expresión de los genes implicados 
en la respuesta no se conocen muy bien, aunque parece que juegan un papel importante 
los flujos intracelulares de calcio y la fosforilación de proteínas (Braam, 2005). En la 
planta Mimosa pudica se ha demostrado que la inhibición de la fosforilación de la actina 
inhibe la respuesta tigmonástica de las hojas (Braam, 1992; Kameyama y col., 2000; 
Wright y col., 2002). En esta respuesta las plantas de Mimosa cierran sus hojas en 
respuesta al contacto. Kameyama y col. descubrieron que este proceso es dependiente de 
que la actina se defosforile, de forma que si se tratan las hojas con un inhibidor de 
fosfatasas se impide la respuesta y las hojas permanecen estiradas (Kameyama y col., 
2000). En Arabidopsis se han encontrado mutaciones en la subunidad A de la proteína 
fosfatasa 2A en el mutante rcn-1 (roots curl in NPA-1) que impiden la respuesta de 
choque de la raíz (Deruere y col., 1999).    
 
Las células de la columella de la raíz son las encargadas de percibir los cambios 
de gravedad y se ha comprobado que si se destruyen aplicando un rayo láser, la planta es 
incapaz de responder al choque. El mutante pgm-1, que presenta deficiencias en la 
percepción de la gravedad, tampoco desarrolla la respuesta de choque (Massa y Gilroy, 
2003). Por otro lado se sabe que las AUXs participan también en la respuesta de 
Arabidopsis. El mutante wvc1 (wavy and compressed root) alterado en el gen ASA1 
(ANTRANILATO SINTASA 1) muestra un fenotipo de hiperactivación de la respuesta. El 
gen ASA1 codifica para una enzima que cataboliza un paso previo a la síntesis del 
triptófano (trp). Una derivación de esa ruta origina la hormona AUX IAA, lo que implica 
de forma directa a esta hormona en la respuesta (Sedbrook y col., 1998). En la 
bibliografía existen otros mutantes, trp3-1 y trp2-1  (que codifican para las proteínas  
α y β triptófano sintasa 1, respectivamente),  cuyo fenotipo de activación de la respuesta 
confirma el papel de las AUXs en este proceso (Rutherford y col., 1998). En el 2006 se 
identificaron dos mutantes de Arabidopsis de expresión constitutiva de la ruta de choque 
de la raíz cuyos genes alterados codifican para dos proteínas Ser/Thr kinasas, WAG1 y 
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WAG2. Estas proteínas son similares al regulador positivo del transporte polar de AUXs 
PINOID y reprimen la cascada de señalización de la ruta de choque (Santner y Watson, 
2006). Además de las AUXs, la hormona etileno modula  las respuestas trópicas de la 
raíz. Buer y col. en el 2003 descubrieron que suministrando concentraciones crecientes 
de etileno en el medio las raíces activaban la respuesta de choque de la raíz (Buer y col., 
2003).  
 
En la actualidad aún se conoce muy poco acerca de los mecanismos implicados 
en AR. Los factores que controlan tanto los patrones predeterminados genéticamente 
como los adaptativos a las condiciones del suelo siguen siendo un enigma. En muchos 
casos los resultados obtenidos se han basado en aproximaciones indirectas. En esta tesis 
abordamos la identificación de mutantes alterados en la disposición espacial del sistema 
radicular con el fin de identificar genes implicados en este proceso de gran importancia 
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OBJETIVOS 
 
El objetivo general de esta tesis es la identificación de genes implicados en el 
control de la arquitectura radicular mediante una aproximación genético molecular. Para 
ello se plantearon los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Establecimiento de un método de identificación de mutantes alterados en su 
arquitectura radicular. 
2.  Identificación de mutantes alterados en la disposición de sus raíces en una 
población mutagenizada por EMS con especial atención en aquellos alterados en 
dominancia apical, disposición de inicios de raíces laterales y fenotipos de 
torsión. 
3. Caracterización fenotípica, respuesta a hormonas y análisis histológico de los 
mutantes seleccionados. 
4. Análisis de complementación 
5. Localización cromosómica de las mutaciones responsables. 
6.  Identificación de los genes mutados por paseo cromosómico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  
 
1.- MATERIAL BIOLÓGICO 
 
1. 1.- Plásmidos  
 
- pBluescript sK (+/-) derivado de pUC19 (Stratagene). 
- 27pAA2 (Ringli y col., 2002) derivado del pART7 (Gleave, 1992), que contiene el 
promotor de la ACTINA2 fusionado al cDNA de la actina2.  
- pDONOR207 (Invitrogen) y pAGRIKOLA (Invitrogen). 
  
1. 2.- Estirpes bacterianas  
 
 - Escherichia coli, cepa DH5α (Woodcock y col., 1989). 
-  Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Yanofsky y Nester, 1986) 
- Agrobacterium tumefaciens GV3101-pmp90+psoup (Gateway)- AGRIKOLA 
(Invitrogen). 
 
1.3.- Material vegetal 
 
- Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ecotipos Columbia-0 (Col), Landsberg erecta (Ler), 
Cape verdi islands (Cvi)y Wassilewskija (Ws). 
- Colección de semillas mutagénizadas con EMS de LEHLE (www.arabidopsis.com), 
de la que proceden los mutantes raw2, raw3 y wavy. 
- Línea N548987 de inserción de T-DNA para el gen At3g18780, línea N384171 para el 
gen At5g09810 y línea N337462 para el gen At1g49240 de la colección  de NASC 
(Nottingham Arabidopsis Centre). 
- Mutantes alterados en  la ruta de los BS y de las CQs, bzr1-1D (Wang y col., 2002) 
raw1 (de Leon y col., 2004) y wol (Mahonen y col., 2000; Inoue y col., 2001) 
respectivamente. 
- Línea transgénica Dr5Gus, indicadora de gradiente de AUXs (Ulmasov y col., 1997) y 
PIN2-GFP (Muller y col., 1998). 
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2.- TIPOS DE CULTIVOS 
  
2. 1.- Cultivo de estirpes bacterianas 
 
El crecimiento de las estirpes bacterianas se realizó utilizando medio líquido 
Luria-Bertani (LB), (Sambrock J., 1989). El medio sólido se obtuvo añadiendo al medio 
LB líquido un 15% de Bactoagar (Disco). Para poder seleccionar las cepas bacterianas 
se usaron los siguientes antibióticos: ampicilina y espectinomicina a una concentración 
de 100 mg/l y rifampicina  a 50 mg/l. El crecimiento de las bacterias se realizó en una 
cámara en el caso de placas sólidas y en un agitador a 200 r.p.m. cuando el cultivo era 
líquido. La temperatura de crecimiento fue  37ºC para E.coli y 28ºC para A.tumefaciens. 
La conservación se consiguió a -80ºC con el uso de glicerol al 50% sobre el cultivo 
líquido, obteniendo un congelado al 15% de glicerol.     
   
2. 2.- Cultivo de plantas 
  
2. 2. 1- Cultivo “in vitro” de Arabidopsis thaliana 
 
Las semillas de Arabidopsis thaliana necesitan pasar por un período de 
estratificación en frío (a 4ºC) para que puedan germinar, por esta razón la esterilización 
de las semillas se realizó tres días antes de que fueran sembradas en las placas para su 
cultivo en las cámaras. La esterilización se efectuó con una solución de lejía al 75% y 
Tween-20(sigma) al 0,01% durante 5 minutos y con agitación brusca; posteriormente se 
realizaron tres lavados consecutivos con agua MiliQ estéril y, por último, se añadió 
agarosa al 0,15% y se incubaron las semillas en una cámara de 4ºC en oscuridad.  
 
Se empleó el medio Jhonson, el de Murashige y Skoog (MS, Duchefa) y el 
medio MSBN al 0,5X y al 1X con 5 gr/L de sacarosa, 0,5 gr/L de MES y 1mM de 
KNO3 en lugar de 17mM que lleva el medio MS. El pH se ajustó a 5.6 con KOH 
(Merck). Como agente solidificante se usó bactoagar al 1% para placas dispuestas en un 
soporte vertical con un ángulo de 90º respecto a la horizontal; 1,5% para placas 
dispuestas con un ángulo de 45º y de 0,6% para placas horizontales que sirvieron para 
recuperar plantas crecidas en medio vertical e inclinado y para seleccionar plantas 
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transgénicas. La selección de éstas se llevo a cabo con el uso de kanamicina a una 
concentración de 50 mg/l.  
 
Cuando los medios todavía estaban calientes fueron suplementados antes de 
distribuirlos en las placas con kinetina (6-Furfurilaminopurina).  a 60 μM, 2,4-D (Ácido 
2,4- Diclorofenoxiacético) a 100 μM, 24-epibrasinolide (EBL) a 1, 2 y 5 nM, con 
citocalasinaD (CitD) a 1 μM, con LatB a 17 nM con 1 μM de taxol, con 2 μM de 
propizamida y con vanadato a 50 μM.  
 
Las condiciones de cultivo fueron 22 ºC, 60% de humedad relativa y 8000 lux de 
intensidad lumínica, con luz fluorescente mixta blanca/roja y un fotoperiodo de 16 horas 
de iluminación y 8 de oscuridad.  
 
2.2.1.1.- Cultivo de callos 
 
Para permitir el desarrollo de callos a partir de hipocotilos y raíces de las plantas 
se sembraron las semillas en medio MS-0,5 X en placas horizontales y se taparon con 
varias capas de papel Albal para mantenerlas en oscuridad durante una semana. A 
continuación, se abrieron las placas y se cortaron trozos de 1 cm de longitud de 
hipocotilos y raíces. Estos fragmentos se dispusieron en placas horizontales con 0,6 % 
de Bacto-agar en presencia de 100 μM de la hormona 2,4 D  y 60 μM de la hormona 
kinetina. Se dejaron formar los callos y se tomaron fotografías de los mismos al cabo de 
2, 3 y 4 semanas.  
 
2. 2. 2- Cultivo en tierra de Arabidopsis thaliana. 
 
Las semillas y plántulas recuperadas de cultivo “in vitro” de A.thaliana se 
dispusieron  en macetas humedecidas que contenían una mezcla 3: 1 de sustrato 
universal (Brill) y vermiculita.  En el caso de las semillas se procedió a la estratificación 
posterior a la siembra en una cámara de 4ºC y en oscuridad durante tres días.  Las 
condiciones de cultivo fueron de 22 ºC y luz blanca, con un fotoperiodo de 16 horas de 
insolación y 8 de oscuridad, tanto en invernadero como en cámaras climáticas (Fitotron 
y Conviron). 
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Las plantas crecidas de esta forma sirvieron como fuente de semilleros cuándo 
estaban secas, como material para extraer DNA y para visualizar fenotipos en plántulas 
verdes y como plantas donadoras o receptoras de polen cuando se efectuó un 
cruzamiento dirigido en una fase del desarrollo de la planta tardía cuándo ya tenía las 
primeras silicuas.  
  
3.- MÉTODOS DE TRANSFORMACION 
  
3. 1.- Transformación de Escherichia coli. 
 
Para la complementación del mutante wavy, Las células competentes de E. coli 
se obtuvieron y transformaron según Inoue y col. (1990) (Inoue y col., 1990). Sin 
embargo, para generar las líneas de ARN de interferencia se siguieron los protocolos del 
proyecto AGRIKOLA (Invitrogen). Las células se sembraron sobre placas de medio LB 
con el antibiótico de selección del plásmido.  
 
3. 2.- Transformación de Agrobacterium tumefaciens.   
 
Para transformar A. tumefaciens se siguió el protocolo de Yanofsky y Nester 
(1986) para  la complementación del mutante y del proyecto AGRIKOLA (Invitrogen) 
para las líneas de ARN de interferencia para la acina8 (Yanofsky y Nester, 1986). Las 
células se sembraron en placas de LB con rifampicina para seleccionar colonias de 
Agrobacterium y el/los antibiótico/s necesarios de selección para los plásmidos 
transformados.  
  
3. 3.- Transformación de Arabidopsis thaliana. 
 
Las plantas de Arabidopsis se transformaron con la cepa de A.tumefaciens 
portadora del plásmido con el ADN que se quería introducir en el genoma de la planta 
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4.- TECNOLOGÍA DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
Los protocolos descritos por Sambrook y col. (1989) han sido empleados de 
forma mayoritaria para el tratamiento de extracción y análisis de las muestras de ADN, 
excepto cuando se han utilizado preparados o reactivos comerciales, en los que se ha 
seguido el protocolo especificado por el fabricante. 
 
4. 1.- Aislamiento y purificación de ADN.  
 
El ADN plasmídico de las bacterias se obtuvo con Qiaprep Spin Miniprep Kit o 
bien con Qiaprep HiSpeed Midi Kit en el caso de cultivos más volminosos, ambos de 
Qiagen.  
 
Para purificar fragmentos de ADN digeridos con enzimas de restricción, 
fragmentos de PCR para secuenciar o fragmentos extraídos de geles de agarosa se 
empleó el kit de purificación de Qiagen QiaQuick. 
 
La extracción de ADN genómico de planta se realizó siguiendo el método de 
Dellaporta y col. (1983) (Dellaporta S. L., 1983) modificado en algunos puntos. La 
recogida del material vegetal se efectuó con hojas de roseta o caulinares en tubos 
eppendorf de 1,5 ml que contenían 5ó 6 bolas de vidrio de entre 450 y 600 mm de 
diámetro. El material fue congelado en nitrogeno líquido y almacenado en un 
ultracongelador de -80ºC para su posterior trituración en un agitador de vaivén con una 
capacidad para 48 tubos durante un minuto y medio a máxima potencia. Se añadieron 
300ml del buffer de extracción y se volvió a triturar, se adicionaron entonces 400ml del  
buffer de lisis y 75 ml del detergente sarcosil, se voltearon las muestras para mezclarlas 
bien y se incubaron media hora a 65ºC. A continuación, se añadió un volumen de 
cloroformo isoamílico (24:1) (Merck) y se centrifugó a 13.000 r.p.m. 15 minutos a 4ºC, 
se retiró el sobrenadante en otro tubo y se precipitó con 800 ml de isopropanol  enfriado 
a -20ºC, se centrifugaron otros 15 minutos a 13.000 r.p.m. y 4ºC y se lavó el sedimento 
con 600 ml de etanol al 70%. Cuando todo el etanol se había evaporado, se diluyo el 
ADN en agua miliQ estéril con RNAsa (10 mg/ml).   
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4. 2.- Amplificación de fragmentos de ADN 
 
Los fragmentos de ADN se amplificaron según la técnica de la reacción en 
cadena de la ADN polimerasa descrita por Mullis (1986) (Mullis y col., 1986), mediante 
el uso de cebadores específicos (Bonsái, Roche, Sigma-Genosys e Invitrogen) a una 
concentración de 200nm y específicos de las regiones que se querían amplificar en cada 
caso.  
 
La polimerasa Taq de Amersham fue la utilizada en la mayoría de las ocasiones. 
En primer lugar se empleó para realizar la PCR (polimerase chain reaction) de  los 
marcadores moleculares en el paseo cromosómico de los mutantes de EMS; para 
comprobar clones de bacterias haciendo la PCR directamente sobre la colonia o sobre el 
cultivo líquido; para comprobar ADN genómico de Arabidopsis y, por último, para 
elaborar sondas utilizadas en los ensayos tipo northern o southern. Cuándo el objetivo 
era secuenciar o clonar un fragmento de pcr se emplearon las polimerasas Pwo o 
Expand High Fidelity de Roche y se siguieron las instrucciones del fabricante. 
 
Los desoxinucleótidos (Roche) se utilizaron a una concentración de 0,2mM en la 
mezcla de reacción y el tampón de PCR se preparó siguiendo los protocolos de 
Sambrook y col. (1989). 
 
Las máquinas de PCR empleadas pertenecen a los modelos PTC-100 (Peltier 
Termal Cycler) de MJ Research y Gene Amp PCR System 2700 de Applied Biosystem. 
Se utilizó un programa estándar de amplificación modificando únicamente la 
temperatura de unión de los oligos y los tiempos de extensión en función del tamaño de 
los fragmentos esperados.  
 
4. 3.- Técnicas electroforéticas.  
 
Para las electroforesis de ADN se usaron rutinariamente geles de agarosa 
(Pronadisa) al 1% en tampón TAE 1x teñidos con BrEt (Sigma). El tampón de carga fue 
glicerol al 5% teñido con azul de bromofenol y xilenocianol (ambos de Sigma) y el 
tampón de corrida fue TAE 1x. La diferencia de potencial fue de 100 a 150 V. Las 
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bandas se revelaron mediante exposición a luz ultravioleta en un transiluminador 
GelDoc (BioRad). En caso de ser geles para separar fragmentos de SSLP se usó agarosa 
de alta resolución (Biotools) al 5% y una diferencia de potencial de 150 V.  
 
Para comprobar el tamaño de los fragmentos se recurrió al uso de los 
marcadores moleculares λ Eco/Hind (Roche)  para los fragmentos mayores de 1 Kb y 
low leader (Invitrogen) para los menores. 
 
4.4.- Aislamiento y purificación de ARN de plantas. 
 
El ARN se extrajo mediante el método RNAwiz (Ambion) y los ARNs 
resultantes se igualaron con la ayuda de un nanodrop (marca). 
 
4.5.- Electroforesis de ARN: Ensayo tipo northern. 
 
Los geles para los ensayos tipo northern se realizaron según Sambrook y col., 
1989. Como tampón de electroforesis se utilizó MOPS1X. La mezcla de carga consistió 
en MOPS1X, formamida al 50%, formaldehído al 5,9%, azul de bromofenol 0.4 
mg/mLy EtBr 1 mg/mL. Posteriormente, el ARN se transfirió a filtros de nylon 
mediante capilaridad. En cada caso se cargaron entre 10-15 μg de ARN por muestra.  
 
Los fragmentos de ADN que se emplearon como sondas se marcaron 
radiactivamente con 50 μCi de [α−32P]dCTP cada una, utilizando el kit RediprimeTMII 
Random Primed DNA Labelling de Amersham. Posteriormente, las sondas se 
purificaron en columnas MicroSpin S-200 HR de Amersham. La hibridación se realizó 
según Church y Gilbert (1984) (Church y Gilbert, 1984) a 65ºC en todos los casos. Los 
lavados tras la hibridación se realizaron a 65ºC con las soluciones 2x SSC, 1% SDS y 
1x SSC, 1%SDS. La deshibridación de los filtros se hizo en una solución de SDS al 
0.5% hirviendo hasta alcanzar la temperatura ambiente. 
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5.- TECNOLOGÍA DE PROTEÍNAS 
 
5.1.- Aislamiento y purificación de proteínas 
 
Para proceder a la extracción de las proteínas totales, se recogieron las plántulas 
de 7 días y se trituraron en nitrógeno líquido hasta obtener un polvo de 50 μg 
aproximadamente. A continuación se le añadió a cada muestra 100 μl del tampón de 
ruptura (6M de Urea, 2% SDS, 125 mM HCl Tris pH 7.5, 5% de β-Mercaptoetanol y 
azul de bromofenol). Se mezcló el polvo y el tampón de ruptura en el vortex y se 
hirvieron las muestras durante 5 minutos. Se centrifugaron las muestras 15 minutos a 
máxima velocidad en frío y se valoró e igualó la cantidad de proteínas totales a 5μg/μl 
mediante el método colorimétrico de Bradford. 
 
5.2.- Electroforesis de proteínas y ensayo tipo western 
 
Para realizar la electroforesis de proteínas se realizó un gel desnaturalizante de 
acrilamida: bisacrilamida al 10% de resolución (3.25 mL de Acrilamida: bisacrilamida, 
3.75 mL de Tris-HCl 1M, 100 μl de SDS al 10%, 2.86 mL de agua MQ, 30 μl de APS 
al 25% y 6 μl de TEMED) y 4% de stacking (0.66 mL de Acrilamida: bisacrilamida, 
0.66 mL de Tris-HCl 1M, 50 μl de SDS al 10%, 3.65 mL de agua MQ, 25 μl de APS al 
25% y 2.5 μl de TEMED). Cuando el gel se solidificó se cargaron 50 μg de las muestras 
dejando libre el primer carril para 12 μl del marcador de peso molecular Novex Sharp 
Standard y se dejó correr el gel durante 3 horas a 100 voltios.  
 
La transferencia a una membrana de PVDF se realizó con el sistema 
semidrytransfer (Amersham) durante 1 hora y media a 100 mA de corriente.  
 
El ensayo tipo western se realizó bloqueando la membrana durante 1 hora a 
temperatura ambiente y en agitación con TBS-1X, 5% leche y 0,1% de Tween20. La 
incubación con el anticuerpo primario monoclonal anti-actina de plantas Mab13a 
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(Sigma) se realizó con una dilución 1:1000 en TBS-1X durante 15 minutos. A 
continuación se hicieron 3 lavados de 10 minutos con TBS-1X, 0.1% Tween20 y 1% de 
leche. El anticuerpo secundario (ECL Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase-linked 
Species-Specific Whole Atibody (from sheep) de Amersham) se diluyó 5000 veces en 
TBS-1X durante 1 hora y media y tras 3 lavados de 10 minutos con TBS-1X, 0.1% 
Tween20 y 1% de leche se procedió al revelado mediante el kit ECL-AdvanceTM 
Western Blotting Detection Kit de GE Healthcare de Amersham.  
 
6.- CLONACIÓN POSICIONAL DE LOS MUTANTES SELECCIONADOS EN 
LA COLECCIÓN DE LEHLE 
 
 Para localizar en el genoma de Arabidopsis thaliana los genes responsables de 
los fenotipos mutantes se utilizó la técnica del paseo cromosómico. Este proceso 
consiste en cruzar plantas mutantes de la variedad Col con otra variedad, en este caso 
con Ler, y así, seleccionar plantas con fenotipo mutante dentro de la F2. Estas plantas 
seleccionadas tendrán la mutación en algún punto de su genoma y en otra zona del 
mismo habrán recombinado con la variedad Ler. Amplificando regiones concretas del 
genoma de Arabidopsis con el uso de marcadores que diferencien ambas variedades, se 
pueden ir eliminando puntos, porque la aparición de una planta  heterocigota u 
homocigota para Ler implica que ese marcador amplificado esta aún lejos del punto de 
la mutación, ya  que en el lugar de la mutación solo pueden aparecer plantas Col. Llega 
un momento en el que no se puede avanzar más porque todos los ADNs de las plantas 
son Col pero la región es tan amplia que incluye muchos genes, entonces hay que 
realizar una nueva extracción de ADN para ver si se puede localizar de forma más 
concisa la zona de la mutación. Al final se hace necesaria la secuenciación de varios 
genes hasta llegar  a encontrar el mutado. Para el cartografiado del gen alterado en el 
mutante raw3 se realizaron además cruzamientos con plantas de los ecotipos Cvi y Ws 
de Arabidopsis. 
 
 Los marcadores moleculares (CAPs y SSLPs) se diseñaron según los datos 
recogidos en la base de datos de polimorfismos CEREON. En el caso de los mutantes 
raw el paseo cromosómico fue realizado por el Servicio de Cartografiado Genético de 
Mutantes del proyecto GEFA. 
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Los marcadores se probaron en plantas con fenotipo mutante de poblaciones F2 
segregantes para el caso de los mutantes wavy y  raw2, mientras que el caso de raw3 
hubo que llegar a la F3 ya que en la F2 no fuimos capaces de detectar el fenotipo 
mutante.  
 
En la tabla 1 se muestran los oligos empleados para secuenciar el gen que 
codifica para la proteína actina2 en el mutante wavy. 
 
NOMBRES OLIGOS DE SECUENCIACIÓN TAMAÑO (Pbs) Tm (º)
Actina2.1F- 5´GAA TCT GAA CAC TGT CAA TG 3´ 20 56 
Actina2.1R- 5´GAT AAT CAG AGC TCA GTT C 3´ 19 54 
Actina2.2F- 5´CGG TTA GTA CAT TTT AGG C 3´ 19 54 
Actina2.2R- 5´GAG TTT GTC ACA CAC AAG TGC 3´ 21 58 
Tabla1. Oligos empleados en la secuenciación del gen que codifica para la  proteína actina2 en 
el mutante wavy. 
 
7.- COMPLEMENTACIÓN DE LA MUTACIÓN wavy 
 
Se realizó introduciendo el vector 27pAA2 (Ringli y col., 2002), portador del 
promotor de la actina2 fusionado al cADN del mismo gen en las plantas mutantes.  
 
8.- ENSAYO HISTOLÓGICO DE LA ACTIVIDAD ß-GLUCURONIDASA (GUS) 
 
El ensayo de actividad b-glucuronidasa (GUS) se hizo en base a Jefferson y col. 
(1987). En ambos casos se utilizaron alvéolos de 1 ó 3 ml (Nunclon) con 1 ml de 







  Materiales y métodos 
  51 
9.- TÉCNICAS MICROSCÓPICAS 
 
9.1.- Preparación de muestras para microscopía óptica.  
 
Los cortes transversales histológicos de las raíces teñidos con azul de toluidina 
fueron realizados por la doctora Preetie Dahiya del laboratorio de Keith Roberts  
(Jhoniness).  
 
Las inclusiones en parafina de hipocotilos de Arabidopsis se realizaron 
siguiendo los protocolos del Departamento de Genética del centro John Innes de 
Norwich. 
 
9.2.- Preparación de muestras para microscopía confocal.  
 
En el caso de aplicación de la fucsina básica se siguió el protocolo de Mahönen 
y col. (2000) (Mahonen y col., 2000). 
 
Las líneas de proteína verde fluorescente (GFP) para la construcción PIN2-GFP 
(wavy) se obtuvieron mediante el cruce del mutante wavy con la línea PIN2 (Col) y 
seleccionando en la segregación F2 las plantas con fenotipo mutante y homocigotas para 
las construcción PIN-GFP. 
 
9.3.- Preparación de muestras para microscopía de criobarrido. 
 
El material vegetal utilizado fueron plántulas de A.thaliana  de un estadio de 7 
días de crecimiento en cultivos “in vitro”. Se dejaron 4 días en soportes verticales de 
cristal  y después la mitad placas se inclinaron en unos soportes metálicos dispuestos 
sobre los verticales, pero con una inclinación de 45º, para favorecer la respuesta 
tigmotrópica.  
 
Antes de ser visualizadas en el microscopio de criobarrido, se colocaron en un 
portamuestras con el que se realizó el procesamiento de las muestras. Éste consistió en 
un enfriamiento brusco de la muestra en nitrógeno líquido, seguido de una 
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deshidratación por vacío y un recubrimiento de oro coloidal en su superficie para 
permitir la visualización por contraste. 
 
10.- TRATAMIENTOS INFORMÁTICOS 
 
Las bases de datos empleadas para la búsqueda de información relacionadas con 
genes de Arabidopsis han sido NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), TAIR 
(http://www.arabidopsis.org)  y MIPS (http://mips.gsf.de). Las secuencias de los genes 
se han editado en EditView y 4Peaks y las comparaciones se han realizado con BLAST 
(Altschul y col., 1997) en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y en TAIR 
(http://www.arabidopsis.org).  
 
La busqueda bibliográfica se ha realizado en Pubmed dentro de la página de 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y en la biblioteca del Centro Nacional de 
Biotecnología y los artículos se han visualizado con Acrobat Reader y Vista Previa. 
 
Las imágenes se han tratado con Adobe Photoshop. Las medidas de longitud de 
raíces, callos e hipocotilos se han efectuado utilizando como herramienta el programa 
ImageJ.  Los datos se han analizado en Microsoft Excel para la elaboración de gráficos; 
esta tesis se ha escrito con el programa Microsoft Word y la presentación para la misma 




Las fotografías de raíces se hicieron con una cámara digital Canon DP50 
montada sobre una lupa Leica, volteando la placa y con iluminación indirecta, Las 
imágenes restantes se obtuvieron en el Servicio de Fotografía del CNB. Las fotografías 
de criobarrido fueron tomadas en el Servicio de Microscopía del Centro de Ciencias 
Medioambientales (CCMA) del CSIC. Las imágenes de fucsina básica, de yoduro de 
propidio y de GPF se realizaron en el Servicio de Microscopía Confocal del Centro 
Nacional de Biotecnología (CNB) con un microscopio confocal Zeiss Axiovert 200 
acoplado al sistema de láseres Laser Scanning System Radiance 2100 de Biorad. Para la 
adquisición de imágenes se utilizó el software Lasersharp 2000 (v 4.3) de Biorad. Se 
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1.- IDENTIFICACIÓN DE MUTANTES ALTERADOS EN EL DESARROLLO Y 
DISPOSICIÓN FUNCIONAL DE RAÍCES (AR) 
 
 
Con el propósito de identificar y caracterizar mecanismos moleculares 
implicados en AR se llevó a cabo una selección de mutantes  de Arabidopsis alterados 
en la disposición espacial del sistema radicular. Para ello fue necesario fijar previamente 
las condiciones del  escrutinio. En la literatura y en experiencias previas del laboratorio 
hemos comprobado que el medio utilizado para crecer las plantas influye decisivamente 
en el patrón de crecimiento de raíces y por tanto en la intensidad del fenotipo. Así por 
ejemplo hemos observado un incremento en la intensidad de fenotipos de raíces 
mutantes en un medio pobre en nutrientes como el Johnson (Bates T.R. y Lynch, 1996) 
o en un medio MS con bajo contenido en nitrato (MSBN). De hecho estos medios se 
consideran que proporcionan unas condiciones más próximas a las que las plantas se 














Figura 5. Identificación de mutantes 
alterados en su arquitectura 
radicular. La selección de mutantes se 
llevo a cabo  en placas verticales con 
medio MSBN y 1 % de agar. Las 
semillas se colocaron con una 
distancia de 2 cm. entre ellas. 
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La identificación de mutantes se llevó a cabo utilizando una población 
mutagenizada por EMS de Arabidopsis del ecotipo Col. Las semillas se sembraron en 
placas cuadradas de  15 cm. con medio MSBN con 10 gr/l de Agar que proporciona al 
medio una dureza suficiente lo que permite disponer las placas verticalmente y así 
facilitar la visualización y el crecimiento de las raíces sobre la superficie del medio de 
cultivo. En estas placas se dispusieron 70 semillas por placa manteniendo entre ellas 
una distancia de 2 cm. intercalándolas de tal forma que se evitase el solapamiento de las 
raíces. Estas placas se colocaron verticalmente con el fin de  observar el patrón de 
desarrollo radicular sobre la superficie del medio (Fig. 5).  
 
La selección de plantas mutantes, se llevó a cabo en una población mutagenizada 
con EMS obtenida de la compañía LELHE (www.arabidopsis.com). En esta colección 
se analizaron  un total de 25.000 semillas  de las que se seleccionaron 211 plantas como 
posibles mutantes alterados en la disposición de sus raíces. De éstas, en 106 se confirmó 
el fenotipo en la siguiente generación, identificándose 33 fenotipos diferentes de 
alteración en el patrón de desarrollo del sistema radicular (Tabla 2). Los fenotipos 
mutantes más destacados fueron la pérdida de la dominancia apical y alteraciones en la 







Como se muestra en la tabla 3, se encontraron 11 mutantes que presentaban una 
clara pérdida de la dominancia apical. En tres de estos mutantes la disminución del 
crecimiento de la raíz principal es tan acusada que no permite el desarrollo de raíces 
laterales. Asimismo, se identificó un mutante que mostraba un fenotipo de crecimiento 
de raíces ondulado que denominamos wavy. El fenotipo de estos mutantes es muy 
similar al que muestran las plantas de Arabidopsis cuando crecen sobre una superficie 
inclinada que no pueden penetrar. Por tanto estos mutantes parecen mostrar un fenotipo 
de respuesta constitutiva a choque. Otro de los mutantes identificados presenta 





Escrutinio de mutantes 
alterados en arquitectura 
radicular Tabla 2. Datos del escrutinio de mutantes alterados en arquitectura 
radicular.  
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laterales; 4 de ellos, en cuánto a la distribución de las mismas y los otros 2 en cuánto al 




























Pérdida de dominancia apical 11
 *Principal y laterales 3
Activación de la respuesta de choque 2
Rugosidades en la raíz 1
Alteración en la disposición de raíces laterales 4
Alteración en el ángulo de crecimiento de raíces laterale 2
Fenotipos Detectados
Tabla 3. Fenotipos detectados 
Figura 6. Ejemplos de mutantes de raíz aislados en el escrutinio. A) 1. Fenotipo de las 
plantas Col (Wt). 2. Mutante hiperfasciculado. 3. Mutante de raíz corta. 4. Mutante que 
presenta alteraciones en el número y localización de las raíces laterales. 5. Mutante con 
alteración e el ángulo de crecimiento de las raíces laterales. B) El mutante rug1 presenta 
rugosidades en la raíz principal en los puntos de inicio e raíces laterales. C) Detalle de una 
rugosidad de la raíz de rug1. 
B)
A) 21 3 4 5
Wt rug1rug1 C)
  Resultados 
  57 
De todos los mutantes identificados se escogieron tres con el fin de 
caracterizarlos en detalle. Dos de estos mutantes  se seleccionaron en base a su fenotipo 
de raíz corta (Fig. 7A). Este fenotipo es  similar al del mutante “wooden leg” (wol) 
clonado en el laboratorio del Prof Benfey (Mahonen y col., 2000). Por ello estos dos 
mutantes se denominaron raw2 y raw3  del inglés “root as in wol”. Nuestro interés por 
caracterizar estos nuevos mutantes raw estriba en que su clonación podría permitir la 
identificación de genes implicados en el control de la dominancia apical y por tanto de 
gran relevancia en AR. Como se ha mencionado antes el control de la dominancia apical 
es uno de los carácteres más importantes en AR ya que condiciona el desarrollo de los 
dos patrones de crecimiento más emblemáticos; el pivotante de dominancia apical 
preponderante y el fasciculado que se caracteriza por una pérdida de dominancia apical 


















El otro mutante seleccionado fue wavy que como mencionamos anteriormente 
muestra un fenotipo de torsión y curvatura de raíces similar al que muestran las raíces 
de Arabidopsis en respuesta al impedimento mecánico (Fig. 7B). La caracterización de 
este mutante podría tener aplicaciones prácticas ya que en muchos viveros las raíces de 
las plantas al tener que adaptar su crecimiento a los tiestos sufren fenómenos de torsión 
Figura 7. Fenotipos de los mutantes raw2, raw3, wavy en medio MSBN vertical. A) 
Fenotipo de raíz de los mutantes raw2 y raw3 (A) y wavy frente a su ecotipo silvestre Col.  
A) B)
Col raw2 raw3 wavy Col
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que conducen a un enrollamiento de su sistema radicular denominado espiralización que 
condiciona el desarrollo posterior de las raíces una vez transplantadas en el campo. Este 
fenómeno es especialmente importante en leñosas ya que el crecimiento radicular en 
espiral sigue sucediendo después de transferir el árbol al suelo lo que incide 
negativamente en la capacidad de anclaje del árbol.   
          
El mutante wavy presenta un fenotipo de crecimiento ondulado del sistema 
radicular y por tanto de torsión constitutiva. La caracterización de este mutante puede 
permitir la identificación de genes implicados en procesos de espiralización de raíces así 
como de tropismos, tales como los movimientos de la raíz hacia nutrientes, 
gravitrópismo, fototropismo o la capacidad de raíces para evitar  obstáculos 
(tigmotropismo).  
 
2.- CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y MOLECULAR DE LOS 
MUTANTES 
 
2.1.- Caracterización genética y fenotípica de los mutantes raw2 y raw3 
Los mutantes raw muestran un fenotipo de pérdida de dominancia apical de la 
raíz  similar al descrito en el  mutante wol (Fig. 8). El mutante raw2  tiene disminuida la 
elongación de su raíz principal y  no consigue desarrollar raíces laterales. De esta forma 
la supervivencia de la planta depende directamente de su capacidad para desarrollar 
raíces adventicias que se inducen en respuesta al estrés al carecer de una raíz funcional. 
En estadios posteriores la planta se desarrolla correctamente sin que tenga ningún otro 
fenotipo obvio en su parte aérea.  







Figura 8. Fenotipo de los mutantes 
de raíz corta raw. Plantas de 7 días 
crecidas en medio MSBN. 
Col raw2 raw3raw1wol
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Por el contrario, el mutante raw3, aunque presenta una perdida notable de la 
dominancia apical, su raíz principal alcanza una mayor longitud que la del mutante 
raw2 y a las dos semanas de crecimiento el mutante desarrolla raíces laterales que 
llegan a superar a la raíz principal. El resultado es un fenotipo hiperfasciculado como se 
muestra en la figura 9.  
 
Con la finalidad de descartar que los mutantes raw2 y raw3 fuesen alelos de una 
misma mutación se realizó un test de alelismo que consistió en cruzar ambos mutantes 
entre si y observar el fenotipo de las raíces de las plantas F1. El fenotipo de estas 
plantas resultó ser similar al de las plantas Col, lo que indica que raw2 y raw3 no  son 
alelos de un mismo gen (Fig. 10). Además, para descartar que se tratase de nuevos 
alelos de wol, raw2 y raw3 se cruzaron por wol y se observaron las plantas F1 
resultantes, que en los dos casos mostraron el fenotipo silvestre. Este hecho sugería que 














De todas formas como se conocía la existencia de complementaciones 
interalélicas entre alelos de wol (de Leon y col., 2004) se secuenció el gen CRE1 
responsable del fenotipo wol  en ambos mutantes. La secuencia del gen CRE1 indicó 
que en el fondo raw2 y raw3 este gen no mostraba ninguna mutación. Asimismo en la 
segregación F2 de cruzamientos de los mutantes raw con Col se observó que ambas 
mutaciones son recesivas y segregan como un gen único. Estos hechos junto con la 
Figura 9. Fenotipo hiperfasciculado 
del mutante raw3.  Plantas Columbia 
(wt) y raw3 a las 3 semanas de 
crecimiento en un medio MSBN vertical. 
El mutante raw3 muestra un fenotipo 
hiperfasciculado.  
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facilidad de diferenciar claramente el fenotipo mutante hacen que raw2 y raw3  sean los 
candidatos idóneos para ser identificados mediante paseo cromosómico.  
 












2.1.1.- Estudio de la sensibilidad a las hormonas citoquininas de los mutantes raw2 
y raw3 
 
El gen WOL  fue clonado en 1993 por el grupo del profesor Benfey  (Mahonen y 
col., 2000). WOL codifica para un receptor kinasa de histidinas. Posteriormente el grupo 
de Inoue y col en 2001 identificó un mutante insensible a CQs mediante un escrutinio 
en callos de hipocotilos de Arabidopsis. La clonación posicional de este mutante 
permitió comprobar que se trataba de un alelo del gen WOL, es decir el receptor WOL 
era en realidad el primer receptor de CQs clonado hasta la fecha por lo que se denominó 
CITOKININ RECEPTOR 1 (CRE1). El fenotipo de raíz corta exhibido por raw2 y 
raw3 es muy similar al fenotipo de wol. Por ello decidimos determinar si estos mutantes 
eran al igual que wol insensibles CQs. Para ello, se generaron callos de raíz y de 
hipocotilo de los mutantes raw2 y raw3. En este experimento las plantas insensibles a 
CQs desarrollan callos pequeños y amarillentos en presencia de unas concentraciones de 
AUXs y CQs en las que las plantas silvestres desarrollan callos verdes y grandes. Como 
se observa en la figura 11A en condiciones de 60 μM de kinetina y a 100 μM de 2,4-D 
al cabo de 4 semanas, los callos de las plantas Col eran verdes y grandes. Sin embargo 
Figura 10. Test de 
alelismo. Las plantas F1 del 
cruzamiento entre las 
plantas mutantes raw2 y 
raw3 son similares al ecotipo 
silvestre Col. 
Col raw3raw2 F1
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los de los mutantes eran amarillentos y pequeños tanto los obtenidos a partir de raíces 
como los de hipocotilo incluso mas pequeños que los obtenidos con el mutante wol (Fig. 
11A).  Estos resultados indican que los mutantes raw son insensibles a CQs. La 
insensibilidad observada en los mutantes raw y el hecho de ser mutaciones distintas a 
wol hace que la identificación de los genes RAW sea especialmente interesante. 
 
Otra forma de determinar la sensibilidad a CQs de los mutantes fue estudiar la 
disminución de crecimiento de la raíz que se produce en respuesta a la hormona. A 
pesar de tratarse de mutantes de raíz corta en presencia de 1 µM de kinetina fuimos 
capaces de determinar en los mutantes raw el porcentaje de reducción de la elongación 
de la raíz en respuesta a la hormona. Como se observa en la figura 11B el mutante raw3  
es el más insensible a kinetina puesto que no muestra una disminución en el porcentaje 
de crecimiento si se comparan las plantas crecidas con o sin hormona. El mutante raw2 
también muestra una reducción del crecimiento muy baja, tan solo de un 10% mientras 
que las plantas silvestres mostraron una reducción de la elongación del 40% en 
respuesta a la hormona. Los alelos de CRE1 wol y raw1 disponibles en el laboratorio se 
utilizaron como controles en este ensayo mostrando una reducción del crecimiento de 
un 30 y un 20 % respectivamente. Estos datos confirman que los mutantes raw2 y raw3 
son insensibles a la hormona  kinetina y que esta insensibilidad es incluso más acusada 
que la observada para los mutantes insensibles a CQs previamente descritos wol y raw1. 
 
2.1.2.- Estudio del desarrollo del tejido vascular en los mutantes raw2 y raw3 
 
El fenotipo más característico del mutante wol es un defecto en el número de 
células precursoras del tejido vascular que se generan durante el desarrollo del embrión. 
Este defecto hace que el mutante dedique todas sus células iniciales en la formación de 
xilema y por tanto la raíz deja de ser funcional al no desarrollar tejido floemático 
(Mahonen y col., 2000). Como los mutantes raw2 y raw3 presentan fenotipos similares 
al de wol además de su insensibilidad a CQs decidimos estudiar el patrón de desarrollo 
vascular de estos mutantes con la finalidad de conocer si los genes alterados en  raw2 y 
raw3 presentan alteraciones en el desarrollo del tejido vascular. Para ello, realizamos 
una tinción con fucsina básica en plántulas de siete días de crecimiento de los mutantes 
raw2 y raw3 utilizando como controles nuevamente plantas del ecotipo Col y los 
mutantes raw1 y wol. La tinción se realizó siguiendo el protocolo descrito por Mahönen 
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y col. en el 2000  que permite la visualización de los haces vasculares de las raíces en 
disposición longitudinal mediante microscopía confocal. El resultado de este 
experimento indicó que mientras que el mutante raw3 no muestra ninguna alteración 
aparente en la disposición  de sus haces vasculares en comparación con el silvestre; 
raw2 es incapaz de desarrollar un metaxilema maduro lo que se observa por el patrón 






















Con el propósito de caracterizar más en detalle la estructura del tejido vascular 
en los mutantes raw2 y raw3 se realizó un análisis histológico mediante cortes 
transversales de  raíces que se tiñeron con azul de toluidina para marcar las paredes de 
las células lo que permite visualizar más en detalle la estructura de la raíz.  
 
Figura 11. Sensibilidad a citoquininas de los mutantes raw. A) Callos de hipocotilo de 6 
semanas de crecimiento obtenidos con 100 ng/ml de 2,4 D y 60 ng/ml de kinetina. B) % 
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El mutante raw2 presentó un patrón reticulado similar al que se había observado 
con la tinción con fucsina básica, lo que indica que este mutante tiene alterada la 

















El mutante raw3, por el contrario, no mostró alteraciones en el desarrollo de 
xilema ni del floema. Sin embargo en las células parenquimáticas se observan paredes 
engrosadas y lignificadas (teñidas de morado) lo que podría indicar que el mutante raw3 
tiene alterada el patrón de especificidad tisular para la formación y maduración de los 
haces xilemáticos. Esta observación indica que el mutante raw3 muestra engrosamiento 
de la pared celular en células que inicialmente no están programadas para ello. El 
engrosamiento de la pared celular en células parenquimáticas puede influir 
decisivamente en los procesos de vascularización secundaria. A pesar de que 
Arabidopsis no desarrolla per se vascularización secundaria es posible inducirla en 
determinadas condiciones de crecimiento (Chaffey y col., 2002). Para ello las plantas se 
crecen en luz continua para acelerar su crecimiento hasta que los tallos florales  
comienzan a elongar. En ese momento los tallos de las inflorescencias se van cortando 
durante dos meses según van apareciendo lo que provoca un engrosamiento del tallo y 
por tanto una vascularización secundaria inducida en respuesta a este proceso. De esta 
forma se consigue generar tallos muy lignificados que se pueden observar mediante 
Figura 12. Estudio del desarrollo de tejido vascular en los mutantes raw. A) Tinción 
con fucsina básica en raíces de 7 días. B) Cortes histológicos de las raíces de las plantas 
de Arabidopsis de 7 días teñidos con azul de toluidina. Las flechas negras indican las 
células  encargadas de desarrollar el xilema en las plantas Wt e incapaces de formarlo en el 
mutante raw1 y las flechas azules indican en raw2 las células incapaces de desarrollar 
metaxilema maduro y en raw3 las células parenquimáticas engrosadas en lignina. 
A)
B)
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cortes histológicos transversales y posterior tinción con azul de toluidina que tiñe las 
















Como se observa en la figura 13 el mutante raw2 muestra un patrón de 
vascularización secundaria similar al de las plantas silvestres. Sin embargo, el mutante 
raw3 muestra  células corticales lignificadas, de acuerdo a lo observado en cortes 
transversales de raíz. Por tanto raw2 y raw3 son dos nuevos mutantes insensibles a CQs 
que muestran alteraciones en el desarrollo y diferenciación del tejido vascular. 
 
2.1.3.- Cartografiado genético de los mutantes raw2  y raw3 
 
Con el fin de identificar los genes RAW se procedió a su cartografiado molecular 
analizando plantas seleccionadas por su fenotipo mutante de raíz corta en una población 
F2 de un cruzamiento entre  los mutantes (en fondo Col), y el ecotipo Ler. 
 
En el caso del mutante raw2 en las plantas seleccionadas se extrajo el ADN y se 
procedió a su análisis con el uso de marcadores moleculares de tipo SSLP. En total se 
analizaron 500 plantas homocigotas para la mutación raw2 en donde se probaron 
marcadores de los 5 cromosomas de Arabidopsis  que permitieron establecer una zona 
de ligamiento entre los BAC F18N11 y F18L15 del cromosoma III. Un análisis más 
Figura 13. Hipocotilos de plantas con vascularización secundaria inducida. Cortes 
histológicos de hipocotilos de Arabidopsis de 8 semanas teñidos con azul de toluidina. Las 
flechas negras localizan las células parenquimáticas engrosadas con lignina en el corte 
transversal del hipocotilo del mutante raw3. 
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exhaustivo utilizando marcadores específicos de esa zona permitió acotar la región que 
contiene el gen mutado entre los BAC T6D9 y F12M12 que comprende 160 Kb y que 
engloba 41 genes. Entre estos genes no se ha hallado ninguno de los conocidos de la 
ruta de señalización de las CQs, ni tampoco en el desarrollo del tejido vascular, con lo 
que el gen raw2 es un gen nuevo implicado en la correcta maduración de los vasos 






















El cartografiado de la mutación raw3 presentó algunos problemas iniciales. La 
población F2 del cruzamiento del mutante con el ecotipo Ler no segregó ningún 
fenotipo mutante. Dado que previamente habíamos determinado que el fenotipo 
segregaba como un gen único, la ausencia de fenotipo en la F2 del cruzamiento con Ler 
puede ser debida a la presencia de un modificador o varios modificadores en el ecotipo 
Ler que enmascara el fenotipo. Con el fin de identificar líneas que hayan perdido este 
modificador o modificadores se analizaron la segregación del fenotipo mutante en 70 
Figura 14. Localización cromosómica del gen raw2. A la izquierda se muestran los 
marcadores moleculares de tipo SSLP empleados para el análisis de las plantas mutantes 
seleccionadas en una F2 de un cruzamiento del mutante por Ler. Una primera aproximación 
acotó la mutación entre los BAC F18N11 y F18L15 del cromosoma III y un análisis posterior 
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familias F3 lo que permitió identificar 15 poblaciones que segregaban correctamente el 
fenotipo mutante. El análisis con marcadores de estas 15 familias permitió ligar la 
mutación raw3 en dos regiones.  La primera de ellas se correspondía con una zona del 
cromosoma I situada entre los marcadores nga 126 y AtGAPAB y la segunda con la 
región del cromosoma III comprendida entre los BAC T17D15 y F28P22. Al mismo 
tiempo se realizaron cruzamientos del mutante raw3 con plantas de los ecotipos Ws y 
Cvi. En este caso las poblaciones F2 segregaron correctamente el fenotipo mutante. El 
análisis de la F2 del cruzamiento con Cvi permitió discriminar entre las dos regiones 
delimitadas previamente. De este modo se comprobó que la región que contenía el gen 
RAW3 se localiza en una zona de 32 cM comprendida entre los BAC  T17D15 y 
























Figura 15. Localización cromosómica del gen raw3. A la izquierda se muestran los 
marcadores moleculares de tipo SSLP empleados para el análisis de las plantas mutantes 
raw3 seleccionadas en las F2 de los cruzamientos del mutante con Cvi, Ws y Ler. Una 
primera aproximación acotó la mutación entre los BAC T17D15 y F28P22 del cromosoma I 
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2.3.-Caracterización genética y fenotípica del mutante wavy 
 
2.3.1.- Fenotipo del mutante wavy 
 
El mutante wavy exhibe fenómenos de torsión y curvatura en toda la planta. 
Asimismo su sistema radicular presenta un fenotipo de torsión en forma de ondas  
simétricas. Este patrón de crecimiento es idéntico al que se observa en la raíz de Col 
cuando se crecen las plantas en placas inclinadas sobre un agar muy concentrado e 
impenetrable por la raíz. En estas condiciones se considera que el crecimiento radicular 
esta sometido a un choque constante y por tanto con la respuesta a tigmogénesis activa. 
Por ello el fenotipo que muestra el mutante wavy en placas verticales se podría 
considerar como de respuesta constitutiva al choque. Sin embargo, cuando wavy se 






















Figura 16. Fenotipo constitutivo de respuesta de choque activada en el mutante wavy. A) 
Plantas crecidas de Col (1 y 2) y wavy (3 y 4) crecidas en placas verticales (1 y 3) o inclinadas 
45º (2 y 4) de medio MBSN. B) Representación gráfica del número de ondas por centímetro de 
medio colonizado por la raíz de las plantas Col y wavy en placas verticales e inclinadas. C) 
Fotografías de las raíces tomadas en el microscopio de criobarrido a 33 aumentos. D) 
Imágenes de criobarrido que muestran los detalles de las torsiones.   
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Las fotos de microscopía de criobarrido de la figura 16C y 16D reflejan la 
torsión que experimentan las raíces cuando se someten al choque. Esta torsión es más 
pronunciada en el mutante wavy, pero sin embargo cuando se cuantifica el número de 
ondas por centímetro de placa colonizada por la raíz, se observó que las plantas wavy 
crecidas en placas verticales son similares al de las plantas Col crecidas en  placas 
inclinadas (Fig. 16B). Este resultado indica que la intensidad de las torsiones es mayor 
en el mutante, pero el número de ondas es similar al que producen las raíces de Col 
crecidas en placas inclinadas. Esta observación también comprende a las raíces 
secundarias y a las adventicias. La observación macroscópica de la raíz nos permitió 
determinar que el mutante wavy es incapaz de elongar pelos radiculares (Fig. 16D). La 
cuantificación del número de ondas nos permitió determinar que cuando las raíces de 
plantas silvestres se crecen en placas inclinadas (sometidas a choque), se incrementa el 
número de ondas mas de 2,5 veces alcanzando unos niveles similares a los del mutante. 
Por tanto, debido a que las plantas wavy mimetizan la respuesta de choque, este fenotipo 
podría considerarse como constitutivo de tigmogénesis. Sin embargo el mutante wavy 
crecido en placas inclinadas incrementa  dos veces mas  el número de ondas que 
producen las plantas Col crecidas en las mismas condiciones mostrando así un fenotipo 
de hipersensibilidad al choque. Las fotos de criobarrido muestran en estas condiciones 
una curvatura exagerada de la raíz principal en el mutante (Fig. 16C y 16D).  
 
El fenotipo del mutante wavy no es exclusivo de raíz y presenta otras 
alteraciones  en la parte aérea (Fig. 17). Las hojas de la roseta aparecen enrolladas por el 
envés y son más pequeñas que las de las plantas silvestres (Fig. 17B y 17D). Las hojas 
caulinares también se retuercen sobre si mismas dando aspecto de zarcillo (Fig. 17A y 
17C) y los tallos desarrollan curvaturas y crecen de manera similar a los de las plantas 
trepadoras (Fig. 17A). Las flores giran sobre su pedúnculo y tanto los sépalos como los 
pétalos permanecen abiertos permitiendo visualizar los estambres, cuyos filamentos se 
doblan y retuercen hacía los pétalos (Fig. 17E, 17F y 17G). El estigma del pistilo se 
desarrolla de una manera semejante al de las plantas silvestres (Fig. 17H). Las silicuas 
son pequeñas y se doblan en torno al tallo, rodeándolo (Fig. 17I). Las semillas del 
mutante son también mas pequeñas aunque perfectamente viables, las hojas tienen un 
aspecto clorótico y el tiempo de floración es menor. Por tanto, el mutante wavy en parte 
aérea muestra un fenotipo aleatorio y constitutivo de torsiones y curvaturas en diferentes 
órganos de la planta.  
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Figura 17. Fenotipo de la parte aérea del mutante wavy. A) Fenotipo del mutante wavy 
(dcha.) junto al de su ecotipo silvestre Col (izda). B) Fenotipo de la roseta basal y C) y D) 
Detalle de las hojas caulinares del mutante. E) Fenotipo de los verticilos florales, F) y G) 
Fenotipo de las flores H) Fotografías de microscopía de criobarrido de un pistilo (izda.) y de 
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2.3.2.- Cartografiado genético de la mutación wavy 
 
La caracterización fenotípica del mutante wavy indica que el gen mutado 
participa en los mecanismos implicados en los procesos de torsión y al menos 
parcialmente en la respuesta a choque de las raíces. Por ello nos propusimos clonar el 
gen mutado. Dado el fenotipo tan claro,  así como su segregación como una mutación 
recesiva (Fig. 18), el gen wavy es un candidato idóneo para ser identificado mediante 
clonación posicional. Para ello el mutante fue retrocuzado tres veces con su planta 
silvestre Col, para segregar otras mutaciones. La planta retrocruzada se cruzó con 
plantas del ecotipo Ler y en la F2 se seleccionaron las plantas con fenotipo mutante en 
placas verticales con medio MSBN. Los ADNs de las plantas seleccionadas se  
utilizaron en reacciones de PCR utilizando marcadores moleculares de tipo SSLPs o 
CAPS para encontrar la zona del genoma ligada a la mutación wavy.  
Figura 18. Fenotipo de plantas 
WAVY/wavy. Fenotipo de 
plantas crecidas durante siete 
días del heterocigoto 
WAVY/wavy y sus parentales 
respectivos crecidos en placas 
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Las 42 primeras plantas F2 de fenotipo wavy se utilizaron para hacer un barrido 
del genoma usando marcadores de todos los cromosomas localizando así la mutación en 
una zona del cromosoma III delimitada por los marcadores nga162 y AthGapab. Una 
vez delimitada esta zona se continuó con la selección de plantas mutantes, se extrajo el 
ADN y se diseñaron marcadores arriba de AthGapab y abajo de nga162 para acotar aún 
más la zona de la mutación. Tras analizar 1100 plantas utilizando 32 marcadores 
moleculares de tipo SSLPs y CAPS se restringió la mutación en una zona del BAC 
MVE11 que comprende 16 genes. Entre ellos, en esa zona se encuentra el gen de 
ACTINA2 (Fig. 19).  Dado que previamente se había implicado a la tubulina, y por tanto 
Figura 19. Identificación de la mutación wavy. A) Marcadores moleculares de tipo SSLPs 
y CAPs empleados para el análisis de las segregaciones de los cruzamientos entre el 
mutante wavy. (A) Marcadores utilizados en el cartografiado de baja y alta resolución que 
permitieron acotar la mutación en una región comprendida entre los BACs MYF24 y 
MCB22. (B) Localización de la mutación wavy en el 2º exón del gen At3g18780 que codifica 
para la proteína ACTINA2 alterada con un cambio aminoacídico de una arginina a una 
cisteína en la posición 179. 
At3g18780
*
C (1113) T (1113): Arg179 Cys179
ATG TAAB
A
  Resultados 
  72 
al citoesqueleto, en fenómenos de torsión, decidimos secuenciar este gen comprobando 
que en el mutante wavy el gen de ACTINA2 presenta un cambio nucleotídico de una 
citosina por una timina en la posición 1113 localizada en el segundo exón. Este cambio 
puntual se traduce en un cambio aminoacídico de arginina (CTG) a  cisteína (TGT) en 

















2.3.3.- Complementación  del fenotipo wavy 
 
Con el fin de demostrar que la mutación encontrada en el gen WAVY era 
responsable del fenotipo, se generaron plantas transgénicas transformando plantas 
mutantes wavy con el vector 27pAA2, portador de una construcción que contenía una 
fusión del promotor endógeno del gen ACTINA2 fusionado a su ADNc. (Fig. 20B).  Las 
plantas transformadas se seleccionaron por su resistencia a kanamicina (Fig. 20A). Se 
eligieron 20 líneas homocigotas  para el gen de la kanamicina en la generación T3 y se 
Figura 20. Complementación de la mutación wavy. A) Selección de plantas transgénicas 
resistentes a 50 mg/l del antibiótico kanamicina suministrado en el medio MS. 1. Línea 
homocigota para la construcción y 2. Línea heterocigota. B) Construcción portadora del 
promotor endógeno fusionado al ADNc del gen que codifica para la proteína Actina2 C) 
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estudiaron sus fenotipos. En 14 líneas se encontró que el gen de la ACTINA2 silvestre es 
capaz de complementar la mutación puesto que el fenotipo de raíz era de nuevo idéntico 
al de las plantas Col silvestres. En la figura 20C se muestra un ejemplo del fenotipo de 
raíz de dos líneas complementadas, 9.1 y 9.2. Por tanto el gen WAVY codifica para la 
proteína ACTINA2. Curiosamente ninguno de los alelos mutantes  de actina2 descritos 
previamente mostraban un fenotipo tan pronunciado, limitándose a leves torsiones en lo 
pelos radiculares (Gilliland y col., 2002; Ringli y col., 2002; Diet y col., 2004). A partir 
de este momento el mutante wavy se denominó actin2-2. 
 
2.3.4 Papel del citoesqueleto en procesos de torsión y/o choque.  
 
La capacidad de respuesta al choque exhibida por el mutante actin2-2 podría 
indicar que el fenotipo es independiente de la respuesta a choque (1) o que la mutación 
provoca una hipersensibilidad al estímulo (2). Esta última posibilidad podría ser debida 
a un incremento de las otras isoformas de actina por un fenómeno de compensación ante 
la falta de funcionalidad de la proteína ACTIN2-2. 
 
El mutante actin2-2 identificado en esta tesis es el primer mutante de un gen de 
actina que muestra un fenotipo de torsión en raíces y parte aérea. El mutante nulo de 
inserción de la ACTINA2, actin2-1 previamente descrito solo muestra alteraciones en el 
desarrollo de los pelos radiculares (Ringli y col., 2002). Como se muestra en la figura 
21A un mutante de inserción y por tanto nulo del gen ACTINA2 (T-Act2) muestra un 
fenotipo de respuesta a choque indistinguible de las plantas silvestres, lo que sugiere 
que la redundancia funcional de las isoformas de actina deben compensar la falta de 
funcionalidad de la ACTINA2. Esta observación indica que esta proteína no es esencial 
para la respuesta a choque. Además, mutantes de inserción en el gen actina7 y de la 
actina 8 tampoco mostraron alteraciones en la respuesta a choque (Fig. 21A). Es decir 
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Figura 21. Fenotipo de la respuesta a choque y niveles de actina en mutantes de 
Actina2, Actina7 y Actina8. A) Fenotipo de choque de la raíz de alelos nulos de actina 
comparados con actin2-2. B) Niveles de RNA de las tres isoformas  de actina características 
de la raíz (ACTINA2, ACTINA7 y ACTINA8) en el fondo mutante actin2-2, en el mutante de 
inserción T-Act2 y en 5 líneas de silenciadas por RNAi de la ACTINA8 en fondo actin2-2 y 
en fondo Col. C) Niveles de proteína actina en el mutante actin2-2 y Col. En todos los casos 
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Con el objetivo de caracterizar más en detalle el fenotipo del mutante actin2-2, 
nos propusimos descartar la posibilidad de que el incremento en el número de ondas 
mostrado por el mutante se debiera a una compensación de los niveles de  actina total 
por parte de  otras isoformas. La hipótesis de partida se centró en el hecho de que la 
proteína ACTINA2 pudiese estar participando en la respuesta de choque junto con las 
isoformas de ACTINA7 y ACTINA8, que son las que se expresan de manera 
mayoritaria en la raíz. La falta de funcionalidad de la ACTINA2 en el mutante actin2-2 
podría provocar mediante un fenómeno de compensación un aumento en los niveles de 
las isoformas 7 y 8 si estas también  participaran en la respuesta tigmotrópica. Esta 
compensación podría provocar un incremento en los niveles de actina total lo que 
explicaría que el mutante respondiera de forma hipersensible al estímulo incrementando 
la respuesta de choque en el mutante por encima de la observada en plantas silvestres. 
Con este fin, se analizaron los niveles de ARN de las 3 isoformas de actina de raíz en  
plantas silvestres y mutantes (Fig. 21B). En este experimento además de utilizar el 
mutante actin2-2, se utilizó también el alelo nulo de ACTINA2, (T-Act2), líneas RNAi 
de la ACTINA8 en fondo actin2-2 y Col generadas en el laboratorio. En la figura 22A 
se muestran los niveles de mensajero de las tres isoformas de actina mayoritarias en raíz 
en las plantas mutantes crecidas en placas verticales e inclinadas. En ninguno de los 
casos se encontró una diferencia significativa entre los niveles de expresión de las 
plantas mutantes y Col. Incluso el alelo nulo, T-Act2, mostró niveles similares de ARN 
de las isoformas de actina 7 y 8. Estos datos sugieren que al menos a nivel de ARN no 
existe una compensación entre las isoformas de actina en la raíz, aunque ello no 
descarta que los niveles de proteínas estén alterados. 
 
Por ello se determinó la cantidad total de actina en el mutante actin2-2 y plantas 
silvestres. Con este fin se realizó mediante un ensayo tipo western utilizando un 
anticuerpo monoclonal de plantas denominado mab13a (SIGMA). Este anticuerpo 
reconoce todas las isoformas vegetativas (ACT2, ACT4, ACT7, ACT8 y ACT12) de 
actina en Arabidopsis y por tanto no es capaz de diferenciar entre las tres isoformas. De 
todas formas, si la proteína ACTINA2 sufriese una disminución drástica en sus niveles 
por efecto de la mutación es de esperar que fuéramos capaces de detectarlo midiendo la 
actina total. Como se observa en la figura 21C, los niveles de actina son similares en las 
plantas Col y actin2-2 tanto en placas verticales como inclinadas.  
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Figura 22. Estudio del efecto de drogas de actina sobre el fenotipo actin2-2 y la 
respuesta de choque. Las drogas de actina latrunculina B a 17nM  no afecta al fenotipo 
del mutante en las condiciones d estudio. Sin embargo, la citocalasina D a 1μM estira de 
una forma parcial el fenotipo del mutante. Además ninguna de las drogas afecta a la 
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El papel del citoesqueleto en fenómenos de torsión se ha demostrado en diversas 
ocasiones (Bao y col., 2001; Hashimoto, 2002; Gilliland y col., 2003; Yuen y col., 
2003; Nakajima y col., 2004). Uno de los fenómenos mas estudiados de torsión de 
raíces es la espiralización. En Arabidopsis las raíces de algunos ecotipos crecen girando 
sobre si mismas en el sentido contrario a las agujas del reloj. En el año 2000 Furutani y 
col. identificaron un conjunto de mutantes denominados spr que tenían alterado el 
sentido de giro de la raíz principal lo que provocaba un desplazamiento de la raíz  hacia 
la derecha cuando la planta se observa desde el meristemo apical del tallo (Furutani y 
col., 2000). Los genes spr codifican para las subunidades α y β de la tubulina  o para 
proteínas de unión a tubulina e implicados, por lo tanto, directamente en el citosqueleto 
permitiendo demostrar el papel de la tubulina en los fenómenos de torsión en plantas. 
En base a estos resultados y con el fin de determinar la participación del fenotipo 
actin2-2 con el de choque decidimos estudiar el efecto de drogas que alteran el 
citoesqueleto tanto de actina como de tubulina en el fenotipo mutante y su comparación 
con el efecto de éstas en el fenotipo de choque (Figs. 22 y 23). 
 
Con este fin se crecieron plantas mutantes actin2-2 en presencia de drogas de 
actina y tubulina y se valoró el efecto que producían sobre su fenotipo y en respuesta a 
tigmogénesis en comparación con plantas silvestres. Como drogas despolimerizantes de 
actina se utilizaron LatB  y CitD. Como se observa en la figura 22,  ninguno de los dos 
tratamientos alteró significativamente el patrón de ondulación de las raíces de las 
plantas actin2-2 ni las de las plantas silvestres sometidas a choque. Sin embargo el 
tratamiento con CitD disminuyó la intensidad del fenotipo mutante en placas verticales. 
Este resultado sugiere que el fenotipo del mutante actin2-2 podría ser independiente del 
fenotipo de choque. Por otro lado como drogas de tubulina se utilizó la propizamida, un 
agente despolimerizante de microtúbulos  y el taxol, un agente estabilizante de los 
microtúbulos. El tratamiento con propizamida altera el grado de espiralización de la raíz 
desplazando el crecimiento de la raíz hacia un lado. Como se observa en la figura 23, el 
tratamiento con propizamida  disminuye la intensidad de las ondas que forma el mutante 
actin2-2 en placas verticales. Sin embargo  al igual que las drogas de actina la 
propizamida no altera significativamente el fenotipo de choque de las plantas silvestres. 
El tratamiento con Taxol provoca la desaparición del crecimiento ondulado 
característico del mutante actin2-2, mientras que las ondas características del fenotipo 
de choque se transforman en bucles (Fig 23). Curiosamente estos bucles no aparecen en 
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el mutante actin 2-2 lo que vuelve a indicar que el fenotipo característico de la respuesta 
de tigmogénesis debe ser al menos parcialmente independiente del patrón de 

























Figura 23. Estudio del efecto de drogas de tubulina sobre el fenotipo actin2-2 y la 
respuesta de choque. Las drogas de tubulina propizamida a 2 μM y taxol a 1 μM estiran el 
fenotipo de torsión de la raíz del mutante pero no afectan al patrón de ondulación 
característico de la respuesta de choque.  
Propizamida
Control
Col-90º actin2-2-90º Col-45º actin2-2-45º
Taxol
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2.3.5. Papel de la ruta de señalización de brasinoesteroides en los procesos de 
torsión mediados por ACTINA2. 
 
Los BS son hormonas vegetales que han sido relacionadas con fenómenos de 
elongación en respuesta a luz (Clouse y col., 1996; Szekeres y col., 1996; Catterou y 
col., 2001; Yin y col., 2002; Mussig y col., 2003). Mutantes alterados en la síntesis de 
BS o insensibles a la hormona, no elongan su hipocotilo en oscuridad presentando un 
fenotipo similar al de plantas crecidas en presencia de luz (Szekeres y col., 1996; 
Mussig y col., 2006). Curiosamente estos mutantes presentan fenotipos de torsión 
similares a los observados en las hojas del mutante actin2-2 (Fig. 24A). En este sentido 
es importante resaltar la enorme semejanza fenotípica apreciable entre las hojas de la 
roseta del mutante actin2-2 y el mutante de respuesta constitutiva a BS denominado 
bzr1-1D (Fig. 24B) (Wang y col., 2002). En ambos mutantes las hojas caulinares están 
curvadas. Por otro lado el fenotipo de la parte aérea del mutante actin2-2 es muy similar 
al que se origina en las plantas que sobre-expresan la proteína BZR portadora de una 
mutación que origina la activación constitutiva de la ruta de señalización de las 
hormonas BS. En ambas plantas los tallos se desarrollan dando aspecto quebrado 
mientras las vainas se enrollan en torno al tallo y los pétalos se mantienen abiertos 
desde su floración (Fig. 24C). Estas observaciones podrían indicar que la respuesta a BS 
podría estar alterada en el mutante actin2-2.  
 
Con el fin de determinar el grado de implicación de los BS en el fenotipo 
mutante actin2-2 y por tanto en la ACTINA2 se analizó el patrón de crecimiento de la 
raíz en presencia de concentraciones nanomolares de EBL, componente mayoritario 
dentro de la familia de los BS. Como se observa en la figura 25A el tratamiento con la 
hormona provoca en plantas Col el crecimiento ondulado de la raíz principal 
mimetizando el fenotipo de  raíz del mutante incluso a una concentración de 1nM. Sin 
embargo el fenotipo de raíz de actin2-2 permanece inalterado a la adición de la 
hormona, es decir, se comporta como un mutante de respuesta constitutiva a BS.  
 
Como se describió en la introducción, cambios en la fosforilación de tyrosinas 
de la actina se han relacionado con la respuesta tigmotrópica de las hojas de las plantas  
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Figura 24. Semejanzas fenotípicas entre los mutantes actin2-2 y bzr1-1D. A) Fenotipos 
de los hipocotilos de las plantas mutantes crecidas en oscuridad. B) Fenotipos de torsión de 
las hojas. C) Fenotipos de parte aérea del mutante actin2-2 y de una planta que sobre-
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Figura 25. Efecto conjunto del vanadato y el EBL sobre las raíces Col y actin2-2. A) 
Plantas Col y actin2-2 respectivamente sometidas de 3 en 3 a los tratamientos en medio 
MSBN vertical siguientes: 1: control;  2: +5nM de EBL; 3: +5nM de EBLy +50 μM de vanadato 
y 4: +50 μM de vanadato. B) Imágenes de criobarrido de las plantas Col y actin2-2 en 
presencia de EBL y sus controles correspondientes. C) Cuantificación del efecto de la 
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de mimosa (Kameyama y col., 2000). Como se observa en la figura 25A el tratamiento 
con vanadato, un inhibidor de fosfatasas inhibe tanto la respuesta a BS de las plantas 
silvestres como el fenotipo del mutante actin2-2, lo que indica que ambos fenotipos son 
similares. De hecho el fenotipo observado en plantas silvestres tratadas con BS es 
idéntico al  fenotipo del mutante actin2-2, como se puede observar en las imágenes de 
criobarrido de la figura 25B. El gráfico de la figura 25C muestra la cuantificación de la 
respuesta. 
 
La respuesta de las plantas a BS está muy bien estudiada y en general su 
implicación en procesos de elongación en respuesta a luz es incuestionable (Kim y col., 
2000; Clouse, 2002).  Recientemente se ha demostrado que los BS aceleran la respuesta 
a graviestimulación. Cuando una planta se dispone de forma perpendicular al vector 
gravitatorio la raíz gira 90º para dirigir su crecimiento en el sentido del vector 
gravitatorio. Además se sabe que esta respuesta, denominada graviestimulación, está 
acelerada en presencia de BS (Li y col., 2005). En base a estas observaciones decidimos 
estudiar la respuesta gravitrópica en el mutante actin2-2.  Como se observa en la figura 
26, las raíces de plantas silvestres tratadas con BS completan el giro de 90º en dos horas 
mientras que en ausencia de BS necesitan el doble de tiempo, mientras que las raíces del 
mutante responden más rápidamente a la graviestimulación  que las plantas silvestres y 
de forma idéntica a las tratadas con BS. Además el mutante no incrementa la velocidad 
de respuesta a la graviestimulación en presencia de BS. Es decir, el mutante se comporta 
nuevamente como insensible a la adición de la hormona. Asimismo este proceso se ha 
asociado a un incremento de la polarización del transportador de auxinas PIN2.  
 
Como mencionamos arriba en el trabajo de Li y col se demuestra  que los BS  
intensifican el área de localización polar del transportador de auxinas PIN2 en la raíces. 
Este patrón de localización es idéntico al que se observa en plantas sometidas a 
graviestimulación indicando que el efecto de los BS en las respuesta gravitrópica esta 
mediado por cambios en los gradientes de auxinas (Li y col., 2005). Por este motivo 
decidimos estudiar si el gradiente de auxinas y la localización del transportador PIN2 
esta alterado en el mutante actin2-2 de forma similar a las plantas silvestres tratadas con 
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BS. Para ello se generaron plantas transgénicas silvestres y mutantes  portadoras de una 














Como se observa en la figura 27 en las plantas mutantes actin2-2 la señal de 
fluorescencia ocupa un área más amplia que en las plantas silvestres. Este efecto es 
idéntico al que se observa en las plantas Col crecidas en presencia de BS. Asimismo en 
el mutante actin2-2 se detectó una localización basipétala de los transportadores PIN2 
de forma similar a lo observado previamente en plantas silvestres tratadas con BS. En 
las plantas silvestres sin tratar con BS la localización del transportador de AUXs fue 
más difusa. Este resultado indica que la acumulación basipétala de los transportadores 
PIN2 desde el ápice hacia la zona de elongación de la raíz que se observa en plantas 
silvestres tratadas con BS es idéntica a la que muestra el mutante actin2-2 en ausencia 
de la hormona. Además el tratamiento del mutante con BS no modifica el área ni la 
localización del transportador PIN2. Este resultado refuerza la idea de que el mutante 
actin2-2 muestra un patrón constitutivo de respuesta a BS.  
 
Figura 26. Estudio del efecto de la hormona EBL en la respuesta gravitrópica. La 
gráfica muestra que la hormona EBL produce una aceleración de la respuesta gravitrópica 
de las plantas Col, mientras que el mutante actin2-2 se comporta como insensible a la 
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En otro experimento decidimos analizar los cambios de acumulación de AUXs 
en respuesta a BS en las raíces de las plantas silvestres y mutantes.  Para ello se utilizó 
una línea transgénica que contiene una construcción de la región promotora del gen 
inducible por AUXs DR5 fusionada al gen reportador GUS. El patrón histoquímico 
GUS en esta línea se caracteriza por marcar los inicios de las raíces laterales (De Smet y 
col., 2007). El mutante actin2-2 muestra  tinción histoquímica GUS en las caras 
externas de las ondas y por tanto en las zonas de máxima torsión (Fig. 28). Este 
resultado se observa también en plantas silvestres crecidas en placas verticales en 
presencia de BS (Fig. 28). Por tanto la adición de BS y la mutación actin2-2 provocan 














Todos estos resultados indican que la ACTINA2 participa en los cambios de 
gradientes de AUXs provocados por los BS. Los BS activan la ruta de señalización de 
las AUXs ((Nakamura y col., 2003; Nakamura y col., 2004) y esta parece estar activada 
en el mutante actin2-2. Todos los datos presentados indican que el citoesqueleto y más 
concretamente la ACTINA2 está implicada en la ruta de señalización de los cambios en 
las gradientes de auxinas mediados por BS y que participan en los fenómenos de torsión 
que acompañan a las respuestas trópicas plantas.  
Figura 27. Expresión y localización de los transportadores PIN2 en las raíces de las 
plantas Col y actin2-2 y estudio del efecto de la hormona EBL en la disposición de los 
mismos. A) Área de expresión de los transportadores PIN2 en las raíces de las plantas Col y 
actin2-2 sometidas a un tratamiento con 5 nM de hormona EBL. B) Tinción con yoduro de 
propidio donde se aprecia la localización basipétala de los transportadores en el interior de 
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2.3.6. Búsqueda de mutantes supresores del fenotipo actin2-2.  
  
En este trabajo hemos identificado una nueva ruta de señalización de BS 
implicada en fenómenos de torsión a través del citoesqueleto. Con el fin de identificar 
nuevos componentes de esta ruta hemos iniciado un escrutinio de mutantes supresores 
de actin2-2. Para ello hemos analizado 42000 semillas de una colección mutagenizada 
por EMS del mutante en  medio MSBN. En un primer escrutinio se han detectado 133 
mutantes candidatos por sus fenotipos de pérdida del patrón de ondas de las raíces o 
aumento en la intensidad de las mismas. En la figura 29 se muestran los mutantes 1.1 y 
3.3, dos ejemplos de mutantes supresores. En esta colección hemos elegido 12 mutantes 
en los que se ha comprobado con un marcador molecular tipo dCAPS la presencia de la 
mutación actin2-2. En la actualidad se está estudiando la respuesta de éstos a los BS y 
se están recomprobando para elegir los fenotipos más interesantes para ser mapeados 
mediante  paseo cromosómico. La identificación de los genes responsables permitirá 
Figura 28. Estudio del patrón de localización GUS de los transportadores Dr5 en las 
raíces de 5 días de plantas control y mutantes  y efecto de la adición de BS en la 
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Figura 29. Ejemplos de 2 mutantes seleccionados en el escrutinio de una población de 
semillas actin2-2 mutagenizadas con EMS. Los mutantes 1.1 y 3.3 se han seleccionado en 
MSBN por su fenotipo de raíz similar a las plantas Col.  
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DISCUSIÓN  
 
El estudio de la AR es un factor determinante para optimizar los procesos de 
captación de nutrientes y agua del suelo y con ello la producción y el rendimiento de los 
cultivos. A pesar de la importancia agronómica de este carácter, en la actualidad aún se 
desconocen la mayoría de los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo de 
las raíces y menos aún la disposición espacial del sistema radicular. En este trabajo se 
ha realizado un abordaje fisiológico, molecular y genético de tres mutantes de 
Arabidopsis thaliana alterados en el desarrollo de su raíz principal. Los dos primeros, 
raw2 y raw3, muestran una clara pérdida de dominancia apical, insensibilidad a CQs y 
alteraciones en el patrón de desarrollo vascular. El mutante raw2 presenta un problema 
de maduración de las células encargadas de desarrollar el xilema, mientras que el 
mutante raw3 está alterado en el proceso de identidad tisular de las células que se 
diferencian en floema. El tercer  mutante denominado actin2-2 ha facilitado el estudio 
de los mecanismos implicados en los fenómenos de torsión de las raíces que son 
determinantes en la capacidad de esquivar obstáculos presentes en el suelo y por tanto 
de gran importancia en la colonización del mismo influyendo decisivamente en la 
eficacia en en la captación de nutrientes, y agua así como la capacidad de anclaje. El 
mutante actin2-2  manifiesta un fenotipo de torsión constitutivo en la raíz similar al que 
se produce en las plantas tratadas con BS. Este mutante  ha  permitido otorgar un papel 
nuevo a la proteína ACTINA2 en los procesos de torsión de la raíz de Arabidopsis y 
además es la primera vez que se implica esta proteína con la ruta de señalización de las 
hormonas BS. 
 
1.- ESTUDIO DEL DESARROLLO DEL TEJIDO VASCULAR DE LOS 
MUTANTES raw  
 
En esta tesis se han caracterizado dos mutantes, raw2 y raw3, insensibles a CQs, 
asimismo estos mutantes presentan alteraciones en el desarrollo de tejido vascular. El 
mapeo de las zonas que contienen  los genes RAW2 y RAW3 indica que en éstas no 
existe ningún candidato conocido de la ruta de señalización de las hormonas CQs.  
 
El mutante wol es similar a los mutantes raw aquí identificados. Este mutante 
presenta un defecto en el número de células iniciadoras que van a producir las células 
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del xilema y floema y como consecuencia de esto no desarrolla correctamente el haz 
vascular, lo que impide el crecimiento de la raíz principal (Mahonen y col., 2000). Este 
mutante al igual que raw2 y raw3 es insensible a CQs. Sin embargo la alteración en el 
desarrollo del tejido vascular que muestran los mutantes raw2 y raw3 es diferente. Los 
dos mutantes desarrollan una raíz corta, pero los procesos alterados en ambos son 
distintos. El mutante raw2 manifiesta un problema de maduración del xilema y sus 
haces vasculares muestran un retraso en la vascularización primaria y en el crecimiento 
de la raíz. Por el contrario, en el mutante raw3 la pérdida de la dominancia apical de la 
raíz principal se debe a una alteración en el proceso de identidad de las células 
destinadas a especializarse en tejido floemático. En este caso, las células encargadas de 
desarrollar el floema se desarrollan lignificadas, similares a las del xilema. La 
lignificación de las células sucede tanto en vascularización primaria como en 
secundaria. 
 
En el mutante wol se produce un fallo en la división de las células que hace que 
todas las células se destinen a la formación de protoxilema (Scheres, 1997; Mahonen y 
col., 2000; Nishimura y col., 2004). En el mutante raw2, las células precursoras del 
xilema y floema están intactas. Sin embargo, la maduración de las células xilemáticas 
está bloqueada y éstas permanecen en estadio de metaxilema como se puede observar en 
los cortes histológicos de las raíces teñidas con azul de toluidina.  
 
El xilema es el tejido vascular de soporte encargado del transporte del agua y de 
los nutrientes del suelo desde la raíz al tallo (Dinneny y Yanofsky, 2004). Su desarrollo 
comprende varias fases: En primer lugar, comienza la división de unas células 
predeterminadas como precursoras en el proceso de xilogénesis. A continuación se 
activa la cascada de señalización en dichas células y se produce su elongación. El 
siguiente paso es la adquisición de la especificación celular que va seguido de un 
proceso de síntesis y deposición de pared celular en las células, lignificación y muerte 
celular programada (McCann y col., 2001). El mutante raw2 está alterado en el proceso 
de lignificación. Esta fase del desarrollo ha sido una de las más estudiadas hasta la 
actualidad y ha arrojado un gran número de mutantes de Arabidopsis implicados cuyos 
elementos vasculares se hallan alterados (Turner y Somerville, 1997). El mutante irx3 
(irregular xylem3) presenta una alteración en el gen que codifica para la enzima 
celulosa sintasa y como consecuencia de este fallo, no se forman correctamente los 
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polímeros de celulosa de la pared celular secundaria y el xilema se desarrolla de forma 
aberrante  (Taylor y col., 1999). Sin embargo, otro mutante afectado en el proceso de 
xilogénesis, el mutante ixr4 (Irregular Xylem4), está directamente relacionado con la 
ruta de síntesis de lignina, ya que muestra una anomalía en el gen que codifica para la  
enzima cinamoil CoA reductasa, que es la causante de que el contenido de lignina en 
este mutante se reduzca a la mitad (Jones y col., 2001). Otros mutantes de síntesis de 
lignina y que presentan un fenotipo de protoxilema inmaduro son eli1 (ectopic 
lignification 1) y elp1 (ectopic deposition of lignin in pith 1) (Cano-Delgado y col., 
2000; Zhong y col., 2000). Por último es importante destacar los mutantes relacionados 
con el metabolismo de los fenilpropanoides, que derivan en una alteración en la 
producción de lignina. Esta ruta metabólica se activa en las plantas en presencia de luz, 
patógenos, daño y en determinados estadios del desarrollo participando en la formación 
del xilema. Su función es sintetizar  compuestos fenólicos (como la lignina) para el 
desarrollo del tejido vascular y en respuesta a patógenos para evitar la dispersión del 
invasor (Rohde y col., 2004). La familia de genes PAL (PHENYLALANINE AMMONIA-
LYASE) de esta ruta han sido los más estudiados por sus efectos significativos en el 
contenido de lignina de las plantas y porque generan muchos fenotipos pleiotrópicos al 
alterar el desarrollo del tejido xilemático (Elkind y col., 1990), sobre todo PAL1 y 
PAL2 ya que son los primeros componentes de la ruta de lignificación de Arabidopsis 
(Raes y col., 2003). En cultivos celulares de tabaco se ha visto que el aporte exógeno de 
hormonas CQs activa la ruta de los fenilpropanoides, lo que indica que las CQs son 
importantes en el proceso de xilogénesis (Nagai y col., 1994). El mutante raw2 es 
insensible a la adición de hormonas CQs y presenta una alteración en el desarrollo del 
xilema, por lo que es posible que en esta planta se esté retrasando la ruta de los 
fenilpropanoides y con ello la maduración del tejido vascular por ausencia de formación 
de lignina.    
 
Todos estos mutantes relacionados con el proceso de lignificación muestran un 
fenotipo en el tejido vascular similar al del mutante raw2. El aspecto del xilema en 
muchos de ellos es reticulado, lo que indica que existe una alteración en la síntesis de 
alguno de los componentes de la pared y el proceso de lignificación. La identificación 
del gen RAW2 permitirá relacionar a las QTs con el desarrollo del tejido vascular  
aportando un nuevo componente en el proceso de lignificación, relacionado con las 
CQs.  
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En el mutante raw2 el desarrollo del sistema vascular en adventicias y parte 
aérea no esta alterado lo que indica que se trata de un mutante de desarrollo 
embrionario. Por el contrario, en el mutante raw3 la raíz principal tiene una longitud 
superior y permite el desarrollo de raíces laterales y adventicias estableciendo un patrón 
con un aspecto hiperfasciculado lo que sugiere que el control de la dominancia apical es 
suficiente para provocar la transición de raíz pivotante a fasciculada. El mutante raw3 
presenta un problema de identidad tisular, ya que desarrolla xilema en células que 
deberían formar floema como muestran las imágenes de los cortes histológicos. La 
diferenciación celular parece estar alterada en este mutante ya que las células 
floemáticas y algunas corticales aparecen engrosadas. Los únicos mutantes descritos 
que presentan alteraciones similares a las del mutante raw3 son apl y ahp6. En el 
mutante apl todas las células floemáticas se desarrollan lignificadas y similares a las del 
xilema. El gen APL codifica para un factor de transcrición tipo Myb que se requiere 
para que el floema adquiera su identidad. Este gen actúa como un represor de la 
diferenciación del xilema y el resultado es que el mutante no desarrolla floema y todos 
los tipos celulares vasculares aparecen engrosados en lignina constituyendo tejido 
xilemático. El gen APL juega un doble papel en el desarrollo del tejido vascular, ya que 
por un lado induce la diferenciación de las células floemáticas y por otro se ha visto que 
las sobre-expresiones de este gen reprimen el desarrollo del xilema (Bonke y col., 
2003). Además cuando se expresa este gen bajo el control del promotor del gen WOL se 
inhibe el desarrollo del xilema en algunas células puesto que se está expresando APL en 
lugares en los cuáles se diferencia el xilema reprimiendo su desarrollo (Bonke y col., 
2003). APL es el primer gen cuya función ha sido identificada que es específicamente 
requerida para la adquisición de la identidad vascular en plantas, pero aún queda mucho 
camino por recorrer para identificar otros genes de la ruta de formación y desarrollo del 
tejido floemático. En este sentido, el gen RAW3 puede tener un papel en la adquisición 
de la identidad de las células floemáticas. El hecho de que la región en la que se 
encuentra acotada la mutación es diferente del locus de APL cobra mucha importancia 
en este estudio, ya que el descubrimiento de este gen puede aportar un nuevo eslabón 
entre el patrón de desarrollo del tejido vascular y la señalización por CQs.  
 
En el año 2006 el grupo de Mähönen identificó el gen AHP6. La expresión de 
este gen favorece la especificación del xilema y actúa como represor de las hormonas 
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CQs en su papel de reguladoras negativas del desarrollo de protoxilema. Las CQs 
además reprimen la expresión del gen AHP6. Por lo tanto el gen AHP6 y las CQs tienen 
papeles contrarios en la especificación del xilema (Mahonen y col., 2006). Este proceso 
se inicia cuando se unen las moléculas de CQs a los receptores CRE se activa la 
transferencia de grupos fosfato desde moléculas de ATP a residuos de histidina 
presentes en las proteínas AHPs conocidas  (de la 1 a la 5) y  como consecuencia se 
activa la cascada de señalización que impide la diferenciación de las celulas del 
protoxilema (Hwang y col., 2002; Kakimoto, 2003). La proteína AHP6, a diferencia del 
resto de proteínas de su familia, no posee ningún residuo de histidina en su estructura 
comportándose como una pseudo AHP. De hecho esta proteína interacciona con la 
maquinaria del fosfato inhibiendo la fosforilación de los residuos de histidina de los 
auténticos AHPs  impidiendo así la señalización de CITS, favoreciendo el  desarrollo 
del xilema (Mahonen y col., 2006). Por otra parte se sabe que las CQs tienen un 
importante papel en el control de la adquisición de la especificidad tisular en las células 
destinadas a formar protoxilema. Las hormonas CQs reprimen la diferenciación del 
protoxilema a partir de las células del PC. El mutante raw3  es muy insensible a las 
hormonas CQs y desarrolla células xilemáticas en células no programadas para su 
formación. Así que la represión de las CQs en la formación del tejido xilemático no está 
funcionando en el mutante y tal vez se favorezca por tanto la expresión del gen AHP6 y 
con ello se potencie el desarrollo del xilema en las células del floema en vascularización 
primaria y en las células del parénquima cortical en vacularización secundaria. 
Experimentos adicionales permitirán determinar la conexión entre el gen AHP6 y 
RAW3.  
 
En este trabajo se ha realizado una identificación y caracterización fenotípica de 
dos mutantes, raw2 y raw3, insensibles a las hormonas CITS que presentan alteraciones 
en el desarrollo del tejido vascular. En el mutante raw2 el proceso de lignificación está 
afectado y el xilema de la raíz no se desarrolla correctamente. El hallazgo del gen RAW2 
permitirá averiguar un gen nuevo de la ruta de xilogénesis. Sin embargo, el mutante 
raw3 presenta una alteración en la adquisición de la identidad tisular en las células 
floemáticas y se deposita lignina en células no predeterminadas para formar xilema. 
Este gen revelará un nuevo componente de la señalización en el proceso de 
especificación del floema de Arabidopsis.   
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2.- IMPLICACIÓN DE LA PROTEÍNA ACTINA2 EN LA RUTA DE 
SEÑALIZACIÓN DE LAS HORMONAS BRASINOESTEROIDES 
 
En este trabajo se ha caracterizado el mutante actin2-2 de Arabidopsis thaliana que 
muestra un fenotipo de torsión en la raíz similar al que presentan las plantas que han 
sido sometidas a un tratamiento con BS. Hasta este momento es el único mutante de 
ACTINA2 descrito que desarrolla este patrón de crecimiento en ondas en su raíz 
principal. Los mutantes de ACTINA2 descritos en la bibliografía presentan 
malformaciones en el desarrollo de los pelos radiculares, pero no existen referencias que 
relacionen a la ACTINA2 con fenómenos de torsión ni en raíz principal ni en parte 
aérea. El mutante nulo para el gen de la ACTINA2 denominado act2-1 fue el primero 
que se describió como alterado en la elongación de pelos radiculares (Gilliland y col., 
2002). Más tarde se clonaron los mutantes der (deformed root hairs) (en fondo C24) 
portadores de cambios puntuales en la secuencia aminoacídica de la proteína que 
conferían cambios en el fenotipo de las plantas similares a los del mutante act2-1 
(Ringli y col., 2002). Asimismo en el mutante débil der1-1, la ausencia de pelos 
radiculares se debe a un cambio puntual de una alanina por una valina en la posición 
183 y en los alelos fuertes der1-2 y der1-3 los cambios se producen en la arginina 97 
que cambia a histidina y a cisteina respectivamente (Ringli y col., 2002). En este punto 
cabe destacar que el mutante der1-3 se origina por un cambio de una arginina a una 
cisteína, similar a la mutación actin2-2 aunque en una posición diferente. Otro alelo 
mutante de la ACTINA2, denominado enl2 (enhancer of irx1) produce una proteína 
ACTINA2 aberrante, truncada en los últimos 22 aminoácidos del extremo carboxilo  y 
tampoco en este caso se mostraron fenotipos similares a los del mutante actin2-2 (Diet y 
col., 2004). El mutante actin2-2 también muestra malformaciones en el desarrollo de 
pelos radiculares, lo que indica que cualquier pequeña alteración de la ACTINA2 
siempre lleva asociado la falta de pelos radiculares.  
 
Por otra parte se han encontrado fenotipos ondulados en los pelos radiculares de 
mutantes alterados en proteínas GTPasas denominadas ROP2. Éstas proteínas actúan 
como señalizadores entre las proteínas del complejo ARP (ACTIN RELATED 
PROTEINS) de unión a actina y la actina en sí mediando las dinámicas de 
polimerización del citosqueleto (Szymanski, 2005). Las proteínas ROP se han 
relacionado con procesos de elongación en Arabidopsis. La proteína ROP1 fue la 
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primera que se estudió y se implicó en la formación del tubo polínico (Fu y col., 2001). 
Esta proteína es la encargada de establecer una red de fibras de actina en el ápice del 
tubo polínico para que de comienzo su crecimiento y desarrollo (Fu y col., 2001; Li y 
col., 2001). Sin embargo, la proteína ROP2 actúa de manera similar a ROP1 pero en los 
pelos radiculares y en la raíz. ROP2 se ha implicado en el desarrollo de pelos, 
establecimiento los inicios de los mismos y su crecimiento en el extremo de la raíz (Li y 
col., 2001; Jones y col., 2002; Gu y col., 2004; Xu y Scheres, 2005). Así mismo   se 
conoce que una mutación dominante negativa para la proteína ROP2 provoca un 
fenotipo de pelos ondulados (Jones y col., 2002). Esta coincidencia de fenotipos entre la 
raíz principal del mutante actin2-2 y los pelos radiculares del mutante rop2-DN indica 
que una incorrecta polimerización en las fibras de actina provoca manifestaciones en 
forma de ondas. Estos fenotipos también se han obtenido tratando las plantas con las 
drogas despolimerizantes de actina citD y latB en la raíz y en los pelos radiculares 
(Miller y col., 1999; Baluska y col., 2000; Fu y Yang, 2001). Con todos estos datos 
podemos afirmar que el alelo actin2-2 es único, ya que ninguno de los alelos 
previamente descritos presenta ningún fenotipo asociado a los procesos de torsión de 
raíz y parte aérea.  
 
El fenotipo del mutante actin2-2 no muestra una pérdida de función y por ello 
debería comportarse como un gen dominante, sin embargo en las condiciones de nuestro 
estudio se manifiesta como un mutante recesivo. Únicamente hemos observado 
semidominancia en el caso de los cruzamientos de plantas actin2-2 con plantas 
portadoras de un alelo nulo para el gen de la ACTINA2. En estos casos y solo el 50% de 
las veces hemos observado plantas F1 con fenotipo actin2-2. Estos resultados se pueden 
explicar si tenemos en cuenta la redundancia génica de la familia de las actinas en 
Arabidopsis. La proteína ACTINA2 es la isoforma de actina mayoritaria en los tejidos 
vegetativos y, junto con la ACTINA8 y la ACTINA7 se expresa en las raíces, aunque la 
ACTINA7 lo hace en estadios tempranos del desarrollo y la actina8 en momentos 
puntuales y relacionados con respuestas a estreses. La ACTINA2 y la ACTINA8 son 
idénticas salvo en el tercer aminoácido que es un ácido glutámico en la ACTINA2 y un 
ácido aspártico en la ACTINA8 (An y col., 1996). Se piensa que la ACTINA8 
evolucionó de la ACTINA2 para asegurar su papel en todos los procesos fisiológicos 
(McKinney y col., 1995). Por tanto la ausencia de fenotipos observados para los 
mutantes de las isoformas de actina, incluso en el caso de mutantes nulos, siempre se ha 
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asociado a la redundancia funcional existente. La identificación del mutante actin2-2 
sugiere por el contrario que ambas isoformas, 2 y 8, deben tener alguna función 
independiente, puesto que en caso contrario el fenotipo del mutante sería 
complementado por alguna de las isoformas que se expresan en la raíz, en especial la 
ACTINA8. Sin embargo en algunos casos esto no tendría por que suceder dado que el 
patrón de expresión de cada una de las isoformas no siempre es solapante. En el año 
1996, An y col. realizaron un estudio del patrón de expresión de la ACTINA2 mediante 
una fusión de su promotor endógeno con el gen reportero GUS (An y col., 1996). En 
base a este trabajo podemos concluir que el fenotipo de torsión del mutante wavy se 
observa en todos los órganos en los que se expresa la ACTINA2. En este trabajo se 
estudiaron además las diferencias en los niveles de expresión entre las isoformas 2 y 8 y 
se observó que la principal diferencia radica en que la ACTINA2 apenas se expresa en 
polen, mientras que si lo hace la ACTINA8 (An y col., 1996). Puede que en la raíz estas 
tres isoformas estén compitiendo y se compensen los niveles entre ellas. De esta forma 
solo se ve el fenotipo del mutante en el caso de que los niveles de ACTINA2 mutada 
sean altos, lo que se establece en el caso del cruzamiento entre una línea portadora de un 
alelo nulo para el gen de la ACTINA2 y el mutante actin2-2 que origina una planta 
heterocigota portadora exclusivamente de copias mutadas para la ACTINA2. Incluso en 
estas condiciones solo se aprecia el fenotipo del mutante en el 50% de los casos que 
demuestra que existe un problema de penetrancia del alelo actin2-2.  
 
En la mutación wavy, el cambio puntual de una Arg a una Cys puede estar 
provocando un cambio conformacional en la estructura de la proteína ACTINA2 que 
mimetiza el cambio que sucede cuando se produce la activación de la respuesta de 
choque de la raíz. Cuando se produce la activación de esta respuesta en el mutante, éste 
es aún capaz de duplicar la intensidad del fenotipo. Estos resultados nos sugieren que el 
fenotipo de la raíz de actin2-2 es independiente del de la ruta de choque o que las 
plantas están predeterminadas para activar la respuesta incrementando la intensidad del 
fenotipo. La participación de los otras isoformas de actina en el fenotipo de choque del 
mutante wavy parece poco probable ya que no se encontraron variaciones en los niveles 
de expresión entre las isoformas durante la respuesta de choque. Es decir, el mutante 
actin2-2 en primer lugar no tiene alterados los niveles de expresión de la ACTINA2 ni 
en cuánto a número de copias de ARN mensajero ni de proteína. Asimismo la expresión 
de las ACTINAs 7 y 8 tampoco aumenta para compensar el efecto de la mutación, y, 
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por último tampoco se observan cambios en el balance de actinas de raíz cuando se 
produce la activación de la respuesta de choque. Asimismo, los dobles mutantes 
act7(KO)/actin2-2 y act8(KO)/actin2-2 no modifican el fenotipo exagerado de choque 
del mutante wavy lo que indica que estas isoformas no participan en el fenotipo de 
choque de actin2-2. Por otro lado hemos demostrado que la droga despolimerizante de 
actina, citD y el estabilizador de microtúbulos taxol alteran el fenotipo wavy del mutante 
mientras que no afectan el de las plantas sivestres sometidas a choque. Todos estas 
observaciones indican que el fenotipo wavy del mutante actin2-2 no se debe a un 
fenómeno de compensación por parte de las otras isoformas  sino que es la mutación per 
se la responsable. Además este fenotipo parece a pesar de su similitud, al menos 
parcialmente independiente del que muestran las plantas silvestres sometidas a choque.  
 
El fenotipo de la parte aérea del mutante actin2-2 es muy similar al de los 
mutantes alterados en la ruta de señalización de las hormonas BS. Además se sabe que 
el mutante rop2-DN afectado en la polimerización de actina exhibe un fenotipo en las 
hojas muy similar al del mutante rot3 (rotundifolia  3) alterado en el citocromo P450 
que participa directamente  en la síntesis de los BS (Kim y col., 1998). Por tanto, los 
mutantes rop2-DN desarrollan fenotipos de pérdida de dominancia apical del tallo y 
tamaños y pesos reducidos que son muy semejantes a los observados en los mutantes de 
síntesis o insensibles a los BS (Clouse y col., 1996; Fujioka y col., 1997; Schumacher y 
Chory, 2000). Se sabe que los BS aumentan la longitud del hipocotilo en presencia de 
baja intensidad de luz, pues bien, las plantas rop2-DN se comportan como insensibles a 
la adición de hormona (Li y col., 2001). Estos datos sugieren que existe una conexión 
entre ROP2, actina y BS. 
 
 La ruta de señalización de BS esta muy bien caracterizada. Esta ruta se activa 
cuando las moléculas de hormona BS entran en contacto con el receptor de membrana 
BRI1 (Li y Chory, 1997; Vert y col., 2005). La interacción de los BS con el receptor 
BRI1 activa una cascada de transducción que provoca la defosforilación de dos factores 
transcripcionales BES1 (BRI1 EMS SUPPRESSOR 1) (Yin y col., 2002) y BZR1 
(BRASSINAZOLE RESISTANT 1) (Wang y col., 2002) que viajan al núcleo para 
activar la expresión de los genes efectores de la respuesta. Se sabe que ambos factores 
de transcripción participan en rutas independientes (Vert y col., 2005). Así BES1 
interacciona con el regulador positivo BIM1 (BINDING TO MICROTUBULES 1) y 
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esta unión en los promotores de los genes favorece la expresión de los genes de 
respuesta a BS, mientras que BZR1 induce la expresión de los genes que controlan la 
síntesis de BS y establece un control de la ruta por retroalimentación negativa (Vert y 
col., 2005). Los BS se han relacionado con procesos de torsión y elongación asociados a 
respuestas gravitrópicas y fototrópicas (Meudt, 1987; Whippo y Hangarter, 2005; 
Nakamoto y col., 2006; Kim y col., 2007). Los mutantes alterados en la señalización de 
BS presentan hojas basales y caulinares retorcidas (Clouse y col., 1996; Choe y col., 
1999; Li y col., 2001; Li y col., 2002; Nam y Li, 2002). Así por ejemplo el mutante de 
respuesta constitutiva bzr1-1D desarrolla hojas caulinares con una torsión similar al 
mostrado por el mutante actin2-2 y sus hipocotilos detiolados manifiestan también un 
fenotipo muy semejante al de wavy (Wang y col., 2002). La sobre-expresión del alelo 
mutado bzr1-1D (Wang y col., 2002) provoca alteraciones en la parte aérea de torsión 
de órganos y crecimiento del tallo similares a los del mutante actin2-2.  Se sabe que el 
mutante bzr1-1D presenta una  activación constitutiva de la ruta de señalización de los 
BS (Wang y col., 2002). Por lo tanto, la semejanza fenotípica existente entre los 
mutantes actin2-2 y bzr1-1D sugiere que en el mutante actin2-2 podría estar activada de 
manera constitutiva la ruta de señalización mediada por el factor de transcripción BZR1. 
Resulta relevante el hecho de que los mutantes bzr1-1D y bes1-1D, ambos de respuesta 
constitutiva, presenten respuestas fotomorfogénicas diferentes. El mutante bzr1-1D en 
oscuridad es insensible al inhibidor de síntesis de BS brasinazol (BSZ) y en luz presenta 
una reducida elongación celular, niveles bajos de BS y poca expresión del gen CPD, 
regulador positivo de la ruta de síntesis de BS. Sin embargo bes1-1D es hipersensible a 
los BS en oscuridad y en luz (Wang y col., 2002; Yin y col., 2002). Por el contrario, el 
mutante actin2-2, se comporta como una planta silvestre en todas las respuestas 
fototrópicas analizadas. Así por ejemplo el tratamiento con BSZ inhibe la elongación 
del hipocotilo en oscuridad tanto en plantas silvestres como en el mutante actin2-2 lo 
que indica que el mutante no tiene alterada esta respuesta. Sin embargo, un análisis 
proteómico de la respuesta a BS demuestra que el aporte exógeno de esta hormona 
incrementa los niveles de ACTINA2 indicando que existe una relación entre la 
ACTINA2 y los BS (Deng y col., 2007).  
 
En este trabajo hemos demostrado que las raíces de las plantas silvestres en 
presencia de BS desarrollan un fenotipo de torsión similar al del mutante actin2-2. 
Asimismo, hemos observado que el tratamiento con vanadato, un inhibidor de fosfatasas 
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que altera el patrón de fosforilación de actinas (Kameyama y col., 2000), inhibe este 
fenotipo de torsión tanto el de las plantas silvestres tratadas con BS como el del mutante 
actin2-2 lo que sugiere que el patrón de fosforilación es esencial en ambas respuestas e 
indica que ambos fenotipos están relacionados. Como hemos mencionado, la ruta de 
señalización de BS está regulada por procesos de fosforilación de manera que los 
factores de transcripción BZR1 y BES, activadores de la ruta, deben estar defosforilados 
para que viajen al núcleo y activen los genes de respuesta a BS (Wang y col., 2002; Yin 
y col., 2002). Si estas proteínas se encuentran fosforiladas son inmediatamente captadas 
por el proteosoma y se procede a su degradación (He y col., 2002). Cuando se añade el 
vanadato se impide la defosforilación y con ello no es de extrañar que este tratamiento 
inhiba la ruta de los BS, impidiendo el fenotipo característico en la raíz de las plantas 
Col tratadas con BS. Por otro lado, el tratamiento con vanadato también impide el 
fenotipo del mutante actin2-2 lo que sugiere que la fosforilación también es importante 
para el desarrollo de este fenotipo. De hecho la respuesta de torsión característica de 
Mimosa pudica no sucede en presencia de inhibidores de fosfatasas ya que el inhibidor 
altera el patrón de fosforilación de la actina esencial para su capacidad de 
polimerizacion en la formación de los haces (Kameyama y col., 2000). Bien sea por 
alteración del grado de fosforilación de BES o BZR o de las isoformas de actina o 
ambas cosas a la vez es evidente que estos fenotipos se inhiben tras la adición de 
vanadato, lo que indica fuertemente que los fenotipos del mutante y el de la respuesta a 
BS son similares.  
 
Durante el desarrollo de este trabajo hemos demostrado que esta no es la única 
respuesta a BS que tiene activado el mutante de forma constitutiva. Los datos mostrados 
en este trabajo indican que otras respuestas características de BS como el incremento en 
la velocidad de respuesta a graviestimulación y la polarización del transportador de 
AUXs PIN2 asociada a esta respuesta (Li y col., 2005) aparecen también constitutivas 
en las plantas actin2-2 y además este patrón constitutivo no se ve alterado en presencia 
de BS. En este sentido se sabe que la droga despolimerizante de actina latB es capaz de 
acelerar la respuesta a graviestimulación (Hou y col., 2004) confirmando la implicación 
de la actina en esta respuesta. Por tanto, estos resultados sugieren que existe una 
relación entre la actina, y el papel de los BS en graviestimulación.  Es bien conocido 
que durante los fenómenos de torsión que sufre la raíz para reorientar su crecimiento en 
el sentido del vector gravitatorio conllevan fenómenos de elongación celular diferencial 
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que están controlados por cambios en los gradientes de AUXs (Plieth y Trewavas, 2002; 
Boonsirichai y col., 2003; Mussig y col., 2003; Buer y Muday, 2004; Esmon y col., 
2006; Wisniewska y col., 2006). Es lógico por tanto pensar que la acumulación de 
AUXs en determinadas zonas de la raíz este mediada por la localización del 
transportador. Asimismo, se conoce que estos transportadores se localizan a través de 
vesículas que se transportan utilizando el citosqueleto del que forma parte la actina (Li y 
col., 2005; Boutte y col., 2006; Kleine-Vehn y col., 2006). Hoy en día se conoce que los 
BS inducen la síntesis y liberación de AUXs en los lugares de respuesta (Sabatini y col., 
1999). Por ejemplo, se ha visto que los BS controlan la localización de AUXs en los 
puntos de formación de raíces laterales incrementando su número (Bao y col., 2004). En 
este trabajo, utilizando una línea transgénica portadora de una construcción DR5-GUS 
que marca las zonas de acumulación de AUXs hemos observado que los BS 
incrementan el número de inicios de raíces laterales en plantas silvestres mientras que 
en el mutante existe un mayor número de inicios en plantas sin tratar y además este 
número no se ve alterado en presencia de la hormona. Por tanto, el mutante actin2-2 es 
un mutante insensible a BS respecto a las respuestas de crecimiento ondulado de la raíz, 
incremento de la velocidad de respuesta a graviestimulación, localización polar del 
transportador de AUXs, PIN2 e incremento del número de inicios de raíces laterales. 
Todas estas observaciones indican que la ACTINA2 participa en la localización del 
transportador de AUXs siendo responsable de la acumulación de esta hormona en las 
zonas de máxima elongación de la raíz generando un proceso de torsión, todo ello 
mediado por BS. Es sorprendente que el fenotipo constitutivo de todas estas respuestas 
se hayan observado en un mutante de un gen estructural como la actina.  
 
Recientemente se ha demostrado un mecanismo de regulación de la expresión 
génica mediada por actina. En células animales se sabe que los monómeros de actina 
participan en el control del transporte de factores de transcripción entre el citoplasma y 
el núcleo y de esta forma regulan la activación o represión de la expresión génica 
(Miralles y col., 2003; Miralles y Visa, 2006). Tal es el caso del factor de transcripción 
MAL (MYOCARDIN-RELATED SRF COACTIVATOR). Está proteína se une a la 
forma globular (monomérica) de la actina y queda secuestrada en el citoplasma. Cuando 
la actina se requiere para la formación de haces para alterar la morfología de las células 
animales el factor de transcripción MAL se libera, viaja al núcleo y activa la expresión 
génica (Miralles y col., 2003; Posern y col., 2004).  
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En el caso de la ruta de señalización de los BS los factores transcripcionales 
BZR1 y BES1 se defosforilan en respuesta a BS transportándose  donde activan la 
transcripción de los genes. En este contexto, la ACTINA2 podría participar en el 
transporte de BZR1 o de BES1 al núcleo, posibilitando su unión a los promotores para 
que se produzca la activación de los genes (Fig. 30). En condiciones normales estos 
factores de transcripción pueden quedar secuestrados por los monómeros de ACTINA2 
en el citoplasma en ausencia de hormona; y en el mutante la ACTINA2 mutada sería 
incapaz de unir dichos factores de transcripción debido al cambio conformacional 
derivado de la mutación wavy y de esta forma los factores de transcripción BES1 y 
BZR1 estarían en el núcleo continuamente activando la ruta al parecer saturándola ya 
que actin2-2 se comporta como insensible a la adición de BS (Fig. 30).  
 
Otra posibilidad es que la ACTINA2 mutada esté impidiendo la destrucción de 
BZR1 o BES1 en el proteosoma con lo que el exceso de estas proteínas estaría 
activando continuamente la respuesta en el núcleo. Para comprobar este modelo en la 
actualidad se están llevando a cabo en el laboratorio experimentos de co-
inmunoprecipitación entre la ACTINA y BES1 y BZR1. Al mismo tiempo como se 
conoce que las proteínas BZR1 y BES1 defosforiladas viajan al núcleo (He y col., 2002; 
Wang y col., 2002; Yin y col., 2002) se están haciendo estudios para determinar el 
estado de fosforilación de estos factores de transcripción en el fondo mutante wavy. 
Asimismo, en estos últimos meses se ha estado realizando una identificación de 
mutantes supresores del fenotipo mutante actin2-2. El mapeo cromosómico de dicha 
población permitirá ir desenmascarando nuevos componentes de la ruta de señalización 
de BS mediada por la proteína ACTINA2 en Arabidopsis. Otro frente abierto en el 
laboratorio se encarga de comparar mediante geles de dos dimensiones el patrón de 
migración de las isoformas de actina en el mutante actin2-2 y en las plantas Col tratadas 
con hormonas BS. Con este experimento se pretende confirmar que la conformación 
que adopta la ACTINA2 en el mutante es similar a la que ocurre en la ACTINA2 
silvestre tratada con BS. Con estos resultados esperamos poder obtener los primeros 
indicios de los mecanismos moleculares implicados en la ruta de señalización de los BS 
mediados por ACTINA2. 
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Figura 30. Modelo de secuestro de BZR1 y BES mediado por la ACTINA2. Este modelo 
propone el secuestro citoplasmático de los factores de transcripción BES y BZR por parte de 
la ACTINA2 en ausencia de BS. En las plantas Col la ACTINA2 se uniría a dichas proteínas 
impidiendo la transcripción de los genes de la ruta de los BS. En presencia de BS, por el 
contrario, BES y BZR se liberarían y activarían la transcripción. Sin embargo en las plantas 
mutantes, la proteína mutada actin2-2 sería incapaz de secuestrar a BES y BZR en el 
citoplasma y se estaría activando de forma constitutiva la ruta de señalización de los BS 
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En resumen, en esta tesis se ha caracterizado una nueva mutación en el gen 
que codifica para la ACTINA2 que ha permitido implicar por primera vez a esta 
proteína con los procesos de torsión mediados por la ruta de señalización de las 
hormonas BS.  En el mutante actin2-2 se ha confirmado la insensibilidad a los BS y su 
comportamiento similar al de un mutante de activación constitutiva de la ruta de 
señalización de esta hormona. Los experimentos de inmunoprecipitación y del estudio 
del grado de fosforilación de los factores de transcripción BES1 y BZR1 permitirán 
averiguar si la ACTINA2 participa en su regulación y, en caso afirmativo, aportarán una 










































































                    
CONCLUSIONES 
  Conclusiones 
  104 
CONCLUSIONES  
 
1. La dominancia apical es un factor preponderante en la conversión de una AR 
pivotante en fasciculada. Dado que existe un patrón determinado de desarrollo 
que impide la formación de raíces secundarias hasta que la principal no alcanza 
una determinada longitud la pérdida completa de dominancia apical condiciona 
la supervivencia de la planta a la generación de raíces adventicias.  
2. El patrón de desarrollo de la raíz principal esa condicionada a la correcta 
formación del embrión siendo éste independiente de la correcta formación de 
raíces laterales y adventicias.  
3. Los mutantes raw2 y raw3 reflejan una marcada insensibilidad a CQs por lo que 
la identificación  los genes alterados permitirá conocer dos componentes nuevos 
de la ruta de señalización de dichas hormonas. 
4. Al igual que otros mutantes insensibles a CQs, los mutantes raw2 y raw3 
presentan alteraciones en el desarrollo de tejido vascular. El mutante raw2 es 
incapaz de desarrollar un xilema maduro y raw3 tiene un defecto de identidad 
tisular y desarrolla xilema en las células del floema; además este mutante tiene 
afectada la vascularización secundaria y por tanto la identificación de estos 
genes podría arrojar nuevos datos del papel de las citoquininas en este proceso.  
5. El gen RAW2 se encuentra acotado en la región del cromosoma III que contiene 
41 genes entre los BACs T6D9 y F12M12 y el gen RAW3 en la zona del 
cromosoma I comprendida entre los marcadores nga280 y nga111. 
6. El mutante wavy se aisló en base a sus alteraciones constitutivas en los fenotipos 
de torsión que abarcan tanto la parte aérea como la raíz. La raíz del mutante 
wavy mimetiza la respuesta de choque de una planta Col. 
7. La mutación wavy se debe a un cambio puntual de una Adenina por una Timina 
en el segundo exón del gen que codifica para la proteína ACTINA2 y este 
cambio se traduce en la aparición de una Cys en el lugar de la Arg 179 en la 
secuencia aminoacídica que probablemente lleve a la reorganización de su 
estructura terciaria. A partir de este momento el mutante se denominó actin2-2. 
8.  La similitud de fenotipos de raíz en el mutante actin2-2 y en las plantas 
sometidas a impedimento mecánico no son pruebas suficientes para establecer 
una relación definitiva. Los experimentos de adición de drogas de citosqueleto 
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indican que la respuesta de choque es un mecanismo de torsión al menos 
parcialmente independiente al que sucede en la raiz del mutante actin2-2. 
9. Los estudios de expresión de las proteínas actinas no muestran indicios de 
compensación ni en el mutante actin2-2 ni en la respuesta de tigmogénesis. 
10. El mutante actin2-2 desarrolla un fenotipo semejante en la raíz al que 
experimenta una planta silvestre sometida a la adición de hormonas BS. 
11. La insensibilidad de actin2-2 a las hormonas BS, la aceleración de la respuesta 
gravitrópica y la localización basipétala de los transportadores PIN2 en el 
mutante y el patrón de marcaje GUS en las plantas mutantes y tratadas con BS 
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